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(57) Abstract: The invention concerns a method for identifying sub-dominant/cryptic epitopes exhibited by a class I HLA molecule, 
said method comprising at least the following steps: a) selecting, from me sequence of a protein with respect to which it is. desired 
tpinduce a cytotoxic T lymphocy te response, at least a peptide sequence of 8 to 1 1 amino acids capable of constituting an epitope 
of said protein exhibited by a class I HLA molecule* and corresponding to a peptide with low af&hity for said class I HL A molecule 
and non -immunogenic; b) preparing, for each selected: sequence, a variant peptide derived from said: sequence, by substituting the 
: N-terminal amino acid with a tyrosine residue; c) determining the immunogenicity of each variant peptide obtained at step; b) by 
selecting, among the latter,: each immunogenic peptide* generating a CTL response specific to the target cells expressing ithe.protein : 
wherefrom it is derived and identifying the peptide sequence wherefrom said immunogenic peptide is derived. The invention /.is. . 
applicable to screening of peptides for use in immunotherapy. : 



(57) Abrege :. Proc6d6, d ? identification d- Epitopes sous-dominants/cryptiques presentes par une molecule HLA de classe I ; ce.pro-.= 
c6de comprend au rnoins les etapes suivantes :a) le choix, k partir de la sequence d* une: proteine vi^ :laque]le:6h:sp^aite:. 
induire une r^ppnse cytptoxique T, d'au mpins une sequence peptidique de 8 6 1 1 acides amines susceptible de cpnstituer un Epitope 
: de ladite prot6ine present^ par une molecule HLA de classe l, et correspondant 6 un peptide 6 : faible ;^nlhit6 ppur : ladite molecule . 
HLA de classe Let non : immunog6ne ;b) la: preparation, pour chaque sequence selectibnriee t .d'uri peptide : variant derive -de ladite: 
sequence par substitution de Tacide amine N-terminal par un residu tyrosine ; c) la dfiterminatioli i de ;\ ;immuhog6nicite. de : chaque : 
peptide variant obtenu: 6 T6tape b) par la selection, parmi ceux-ci,:de: chaque peptide immunogenei generant une:n5ponse: CTL sp6-: 
d fique . vis -a- yi s de cell iil es rib 1 es ex pri mant 1 a pro t^ i ne dont i 1 es t i ssu et V identi fication de la seqiie nee peptidi que . dorit derive ledit 
peptide immunpgene. Applications dudit procede au criblage de peptides utilisables en;immunotherapie> : : 
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PROCEDE : DE CRIBLAGE DE ' PEPTI DE S UTIL I SABLES EN IMHONOTHERAP I E 
La vaccination ou immuno t h<§ r api e pep t idi que e s t 
une : approche th6rapeut ique qui fait actuellemerit : 1 ' db j et d'un 
grand inter et dans le cadre de la prevention ou du traitement 
5 des pathologies virales ou eanc£reuses . Son principe repose 
sur 1' immunisation par des peptides reproduisarit des epitopes 
T d' antigenes viraux ou tumoraux reconnus par les cellules T 
cytotoxiques (CTL) , en general de type CD8+, qui jouent un 
role maj eur ■■■[ dans 1' elimination des . cellules exprimant ces 

10 antigenes a leur surface. 

On rappellera que les CTL ne. reconnaissent pas 
les, antigenes proteiques entiers, mais des fragments 
pept idique s . de ceux- c i , comprenant generalement 8 ^a 10 acides 
amines , presentes: par les: molecules -= du : complexe ma jeur 

15 d' histocompatibilite de classe I (CMH I) exprimees a; la 
surface de dif f erentes cellules. La presentation de ces 
peptides resulte . d' un processus: complexe, denomme 
« appretement , de 1' antigene », qui implique 3 etapes 
principales : 

20 ia :: degradation cytosolique des : proteines 

antigeniques: par. un . complexe mult ienzymat ique denommE 
proteasome ; ' 

la translocation des pept ides is s u s de ce 1 1 e 
degradation, dans le reticulum endoplasmique (RE) par les 
25 transporteurs TAP ; 

- 1' association de ces peptides avec les 2 
chaines .. ; du CMH I pour former ; des complexes stables 
peptide/CMH I, qui seront exportes a la surface cellulaire. 

Les complexes peptide/CMH I in t e r agi s s en t : a ve c 
30 les recepteurs k 1' antigene (TCR) correspondants des 
lymphocytes T. Cette interaction induit la stimulation de ces 
lymphocytes, et , leur division cellulaire (proliferation 
clonale) qui aboutit a la generation des lyinphocytes 
ef.f ecteur.s portant le meme TCR> / .qui assureront .1' Elimination 
35 de 1' agresseurv vis-a-vis des antigenes duquelv la reponse 
immun i t a ire a e t e i ndu i t e : • 

: v Au cours du processus d' appretemeht, s v opere une 
selection des peptides , qui aboutit a . une hierarchie de 
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j presentation par le ; GMH I & la surface de la cellule . La 
representation des Epitopes & la surface d6pendra 
. notamment de la stabilite de la .px6tMne; ; van 
cytosol, des sites et de la frequence des coupures effectuees 
5 ; par le proteasome, de 1 ' ef f icacite de la translocation dans 
le RE par les -transport-ears TAP, et ; surtout de la capacite 
: des peptides a se fixer aux diff^rentes . molecules de GMH I et 
a former des complexes pept ide/CMH I stables . 

:: Les peptides qui sont : pref erentiellement 
10 : presentes par le CMH a 1' issue du processus d' appretement 
constituent des epitopes immunodominant s, qui sont les 
. principaux participants a la reponse CTL aux antigenes natifs 
dont ils sont issus. En revanche les peptides qui ne sont que 
:•• f a i b 1 erne nt presentes ■ constituent - des epitopes sous- 
15 dominants /crypt iques , qui ne participent . que peu ou pas a 
cette reponse. ■■■ ■ • • 

• :Ti. a ete propose d' utiliser des peptides 
-Drrespondant a ceux presentes par le CMH: I. pour induire une 
• reponse. protectrice, notamment vis-£-vis d' antigenes viraux 
20 ou tumor aux. 

II a ainsi ete mbntre que des vaccins bases sur 
■■ ■■■■ des peptides immunodominant s , g§neralement selectionnes sur 
la base de leur forte af finite pour vte de CMH I, 

permettaiient d' assurer une proteetiori antivirale ou 
:: 25 antitumor ale dans de nombreux mod&l e s experiment aux murins et 
plus r^cemment , chez les humains [SCHUlM ■ et . '. al . Proc . Natl . 
Acad. . Sci. USA, 88, 991 (1991) ; KAST et al, r Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 88, 2283, (i991) ; MARCHAND ,et al . , Int. J. 
Cancer, 80, 219, (1999) ; ROSENBERG et al . , Nature Med . ,. 4 , 
30 321 r (1998) ] . :' ' 

Cependant, il a § gal erne nt e t e mpn t r & r 6 cemment 
. qu e . : ia vaccination avec les ipeptides . .; -inununbdominahts 
pour rait dans certains cas, slaverer inefficac^ .Ainsi, lbrs 
■de 1/ infection ehronique avec un : virus: : dorit le taux de 
■35 mutation est eleve, comme HIV ou HBV> de 
selection imposee par la. reponse CTL : antivirale naturelle 
.; . favorisie -la survie de variants ayant mute dans la sequence de 
leurs peptides immunodominant s . Ces variants ne sont plus 
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reconnus par des CTL specif iques d' epitopes immunodominant s 
: [KLENERMAN et al. , Nature, 369, 403, .(1994) ; BERTOLETTI et 
al.-, Nature, 369, 407 , (1994) MOSKOPHI DIS e t Z INKERNAGEL , 
J. Virol. , 69, 2187, (19*95) ; BORROW et al., Nat. Med., ' 3, 
5 205, (1997) ; GOULDER et al. , Nat. Med., 3, 212, (1997-):].. 

Ega.lement, dans le cas de tumeurs exprimant a des 
taux eleves des proteines qui sont aussi exprimees dans des 
tissus: normaux, v et qui constituent des « antig&nes du soi », 
un phenomene de : tolerance peut se developper . Cette tolerance 
10 concerne principalement les epitopes immunodominant s a forte 
af finite ^^/i:p'ou : r:':i;;■•MHCi; : ■ La ' ■ stimulation du repertoire GTL 
specif ique de ces epitopes ne : parait done pas §tre la 
meilleur.e ; vole; pour, obtenir une protection antitumorale 
-f f icace . . . 

i-i- L' utilisation d' Epitopes sous-dominants/ 

cryptiques, :: de ; f aible af finite pour le CMH, a done ete 
propps&e. Dans le cas de la vaccination antivirale, ces 
epitopes:, qui ne sont pas soumis. a . une press ion de selection 
similaire ^ celle des epitopes immunodominant s , . peu vent 

20 representee des -cibles utiles pour: eliminer des virus de type 
sauvage .ainsi que leurs variants . Dans le cas de la 
vaccination antitumorale, les epitopes de . f aible affinity ne 
participant que peu pu pas a 1' etablissement de la tolerance, 
le repertoire de CTL anti-tumoraux specif iques . de ces 

25 epitopes, pourrait rester . disponible pour un. recrutement in 
vivo. 

Lors de travaux precedents, l'equipe des 
Inventeurs a montre [OUKKA et al . , : J. Immunol . , 157 , 3039, 
(1996) ] qu' il 6tait possible d' utiliser les peptides sous- 

30 dominants/ cryptiques en vaccination anti-virale. , lis ont 
e g a 1 erne n t ob s e r ve que 1' e f f i c a c i t e de p r otection induite par 
des : epi t opes ; s pu s -domi n a n t s / crypt iqu e s e t ait,. i hf § r i eur e • : a 
celle obtenue avec la vaccination par le peptide dominant , 
ma is qu ' ■ e 1; 1 e ; ; : p p u y a 1 t etre augmentee ; en rendant ces peptides 

35 plus immuno g # ne s par 1 ' augmentation de ■ : leur affinity pour le 
CMH I [TOURDOT : et al . , J. Immunol . , 159, 2391, (1997] . ■ : 

; ..L^ : ; ; ';. :V : strat§gie : habituelle pour ; ; auigmenter 
1' immunog^nicite des Epitopes viraux ou tumoraux, consiste a 
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::. augmenter leuraf finite pour le CMH I et/ou la stabilite du 
complexe pep tide /CMH I par des substitutions d'acides amines. 
: : :: II a en effet 6te ^observe que les peptides capables de f ormer 
un complexe avec un allele de CMH donne ont en corrimun la 
5 presence, a certaines positions,: de residus d' acides amines 
conserves. On a ainsi defini pour chaque allele du CMH I un 
motif : d' ancrage specif iq.ue r impliquant des ■ acides amines 
, denommes « residus d' ancrage p rimai r e s • » . ; I 1 a aussi ete 
montre que des residus situes en dehors des sites d' ancrage 
10. (residus d' ancrage secondaires) pouvaient exercer un effet 
favorable ou defavorable sur l'af finite du peptide pour le 
.. ; CMH....;. la presence de . ces residus d' ancrage secondaires permet 
d'expliquer qu' il existe, au seia : des peptides possedant le 
. ; ^ae motif d' ancrage specif ique.. d' un CMH I donne, une grande 

^ v : variabilite dans; l'af finite de fixation, et : que des peptides 
n' ayant pas le motif d r ancrage primaire complet puissent etre 
presentes par les molecules de CMH I et pos seder pour ces 
molecules . une. forte aff inite. 

De . nombreuses equipes sont. ainsi parvenues a 
. 20 augmenter 1' immunogenicite de peptides identifies comme 
: : ; irrununogenes viraux ou : tumoraux potentiels:, en augmentant leur 
. af finite pour le CMH I. Par exemple, chez la souris, LIP FORD 
et al. [Vaccine,: 13, 313, (1995)] ont montre que la 
substitution de D par I en position 2 du peptide sur 
, 25 1' epitope 5.0-57 de l 'Ag E6.1 du papillomavirus presente par 
. . la molecule K b augmentait la stabilite des complexes formes 
avec la molecule K b , et rendait 1' epitope immunogene in vivo, 
les CTL induits reconnaissant les cellules transf ormees par 
. le papillomavirus . BRISTOL et al. [J. Immunol . , 160, 2433, 
' 3.0 : .- (1998) ] ont egalement montre que le remplacement du residu V 
. en position C-terminale de 1' epitope 4-12 : de 1' oncogene Ras 
• P21 mute, par I ou L; qui sont les aci^ 

position 9 specif iques . de la molecule • K d ., permettait 
1' induction d'une : reponse CTL specif ique chez la. souris 
35 BALB/c, HUDRISIER et al. [Mol . Immunol. ^ 32, 895, (1995) ] ont 
identifie les residus du peptide SMIENLEYM (SEQ ID NO;: 1) qui . 
intervenaient dans- la liaison a " la-;; molecule . D b , et . ont 
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■ "' ■ 5 ■ ^' -s ^ ■ : ■ - v '^v:. 

: produit une serie de peptides a forte affinity, d6riv6s; de la 
. : sequence X l AIX*NAEAL_'\(SEQ ID NO: 2) pu X 1= Y ,ou K et X 4 =E ou K. 

Chez l'homme, POGUE et al. [Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 92, 8166, (1995)] ont substitue des acides amines 
5 aux dif ferentes positions de l' ; epitope 767-484 de la. 
transcriptase inverse du virus : HIV-1, pre sent e par la / 
molecule HLA A2 ,1, et ont montre que la substitution par Y: ou 
F du residu en position 1 augmentait * 1 ' affinity du peptide et 
sa capacite a induire des CTL k partir de PBL de donneurs 
10 seropositifs . possedant 1' allele HLA A2 . 1 . PARKHURST et al. 
[J. Immunol.,; 157, 2539, (1996)] ont realise des 
substitutions: uniques- aux positions 1, 2, 3, ou doubles aux : 
positions 1 et 2 , ou 2 et 3, dans les epitopes gplOO 209, 
: .;.00 280 et .gplOO 154 de l'Ag gplOO associ<§ au melanome, et 
l: ont montre que les epitopes modifies gplOO 209 2M, et gplOO 
280 9V avaient une affinite plus forte que l'epitope hon- 
modifie. BAKKER et al. [Int. J. Cancer, 70, 302, (1997)], ont 
obtenu par substitution :: a une: des. positions d' ancrage 
(position 2) ou en dehors des positions d' ancrage (position 
20 8), des variants de 1' epitope gplOO 154, possedant une plus 
forte affinite que 1' epitope natif. SAROBE et al. [J. Clin. 
Invest., 102, 1239, (1998)] ont obtenu un variant immunog£ne 
de 1' epitope C7A de la proteine- core du virus HCV presents 
par HLA A2.1. VALMORI et al. [J. Immunol. , 160, 1750, (1998) ] 
25 ont obtenu un d§riv6 & forte affinity de l'epitope 26-35 de 
1' antigene de melanome MART-1 presente par HLA A2 .1. : 

II apparait done possible. d'augmenter 
1' immunogenicite d' epitopes sous-dominants/eryptiques, afin 
de les utiliser en immunotherapie . Cependant , ceci necessite 
30 1' identification preialable . de ces epitopes. Or, celle-ci 
demeure problematique, du fait precisement de leur faible 

. immunogenicite. ■ 

Dans : le but de rem<§dier a ce probleme/ les 
Inventeurs ont recherche s' il etait possible de. definir des 
.35 regies generales de substitution des ; . acides amines : qui : 
permettrait d'augmenter 1' affinity et done T' immunogenicite 
de la majorite des epitopes tumor aux presentes par le CMH 
(par les mo 1 ecu 1 e s HLA de cl a s s e I et no t amment la mole cule 
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HLA A2 .1) ,. • et ce, qu T ils poss^deht ou . non les acides amines 
• : d'ancrage sp6cifiqu.es .. ■ de : cette^ m . et de fa<?on 

general e, independamment de leur sequence d' origine ; 

Les Inventeurs ont ainsi constate que la seule 
: 5 substitution de 1'acide amin6 N-terminal par un r<§sidu 
tyrosine augment ait, quelle que so it la sequence du peptide 
natif, l'af finite, de ce peptide pour les molecules HLA de 
classe I et notamment la molecule HLA A2.1, et la stabilite 
du complexe peptide /CMH I forme > et ce dans une proportion 

10 : d' autant plus, important e que 1 'af finite du peptide natif 

£tait plus faible. lis ont en outre .observe que les peptides 
modifies de la sorte conservaient la specif i cite antigenique 
des peptides naturels, et devenaient immunogenes, et capables 
.e recruter in vivo un repertoire CTL specif ique du peptide 
15 natif correspondant. 

. La presente invention a pour objet un procede 
d' identification d' epitopes sous-dominants./cryptiques 
: presentes par une molecule . HLA de classe I, par exemple HLA 
A2 . 1, caracterise en ce : qu'.il comprend au mo ins les : etapes 
20 suivantes : ■■ 

a) le choix, a partir de la sequence d'une 
proteine vis-^-vis de laquelle on souhaite induire une 
reponse cytotoxique T, d'au moins une sequence peptidique de 
8a 11 acides amines susceptible de constituer un epitope de 

.25 ladite proteine presents par une molecule HLA de classe I, 
par exemple HLA A2.1, et correspondant & un peptide a faible - 
: af finite pour ladite molecule HLA de classe I et non- 
: : Immunogene ; . 

b) la , preparation, pour chaque sequence 
30 select ionnee, d' un peptide variant derive de ladite sequence 

par substitution de 1' acide amine N-terminal par, un residu 
':' tyrosine ; 

c) la determination del' immunogenics te de chaque 
peptide variant obtenu a l'etape b) par la selection/ parmi 

35, ceux-ci, de chaque peptide immunogene/ geher ant : une reponse 
C TL specif ique vis-a-vis de cellules cibles; exprimant la 
proteine dont il est issu et 1/ identif icatibrt yd^ : la sequence 
peptidique dont derive ledit peptide immunogene . 
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Dans le cadre, de l'expos6 ;: de la presente 
invention, on entend par « peptide imitiunog^rie » un peptide 
capable d' induire une : repdnse CTL specif ique et par « peptide 
' non-immunogene » un peptide incapable d' induire une reponse 
5 CTL specif ique. 

Le choix des sequences peptidiques susceptibles 
de constituer des epitopes presentes par une molecule HLA ■'■■de- 
classe I, notamment HLA A2 . 1 peut s'effectuer, de maniere 
classique, par 1 'analyse de la sequence peptidique de la 

10 proteine choisie, afinde selectionner les peptides possedant 
tout. ou par tie du motif d'ancrageprimaire d'une molecule; HLA 
o,e cl.asse . I, notamment d' HLA A2 . 1 (L en position 2 et/ou V/L 
en position C-termihale) . On eliminera, bien entendu, les 
peptides connus : commev: etant immunogenes Eventuellement , on 

15 pourra ef fectuer une • ; selection complementaire des peptides 
dont la capacite de liaison potentielle a HLA de drlasse 1/ 
notamment , HLA A2.1, predite par analyse inf ormatique", 
apparait la plus faible. Des algorithmes utilisables dans ce 
but sont connus en eux-memes ; a tit re d'exemple, on citera 

20 ceux decrits par PARKER et al. [J. Immunol., 152/ 163, 
(1994) ] . 

Cette analyse . pourra avaritageusement etre 
completee par la determination experimentale de l'af finite de 
liaison du peptide pour HLA de classe I, notamment HLA A2. 1, 

25 et de la stabilite du complexe peptide/HLA de classe I. Des 
peptides non-immunogdnes presentent le plus souvent une 
faible af finite pour HLA de classe I, et/ou foment avec/ 
celui-ci un complexe peu stable. Des methodes pour determiner 
l'af finite du peptide pour HLA A2.1, et la stabilite du 

30 complexe forme sont connues en elles-memes. On citera par : 
exemple celle decrite par FIRAT et al. [Eur. J, Immunol., 29, 
3112, . (1999) ] . 

L'af finite d'.un peptide pour HLA de classe I, 
notamment HLA A2.1 est le plus souvent def ihie par rapport a 

35 celle d'un peptide de reference,/ sous forme: d'af finite 
relative. L'af finite relative est def inie comme le rapport de 
la concentration dudit peptide permettant la formation d'uhe 
certaine. quant it e de complexe peptide/HLA de classe I , a la : 
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concentration du peptide: de reference peiinett^nt la 
formation/ dans les memes conditions , de la m§me quantity de 
comp 1 ex e peptide / HLA de classe I . Dans :ce ; :cas>; plus 
1 ' a f f in it e r el at i ve est important e, plus 1' af finite de 
5 liaison; ■dudpeptide pour HLA de : classe I sera faible. 

A titre d' exemple, pour un complexe peptide /HLA 
A2.1., en prenant comme peptide de reference, le peptide de 
sequence IVGAETFYV (SEQ ID NO: 3), plus de 84 % des peptides 
non-immunogenes auront frSquemment une affinity relative 

10 superieure a 10 . 

La stabilite du complexe peptide/HLA A2.1 est 
souvent. ; d£f inie par la DC50, qui repr§sente le temps 
necessaire : a la: dissociation de 50% de complexes formes. 
Generalemeht , ce temps est infer ieur a 2 heures pour les 

1 ~< peptides non-immunogenes . 

Ainsi, si un peptide presente par HLA A2.1, 
possede. une af finite relative (par rapport a HIVpol 589) 
superieure a 10, et une DC50 inferieure a 2 heures, il sera 
tr6s probablement non-immunogene 

20 L' immunogenicite des peptides retenus a 1'etape 

c) pourra etre facilement verifiee, par exemple par des 
•methodes classiques de determination de la capacite de ce 
peptide a generer, in vivo, ex vivo, ou in vitro une reponse 
CTL specif ique vis-a-vis de cellules cibles exprimant la 

25 proteine dont il est issu. 

Une fois ce choix effectue, les peptides 
variants, derives des sequences retenues par substitution de 
1' acide: amine N- terminal par un residu tyrosine/ peuvent etre 
tres /facilement prepares, notamment par synthese peptidique, 

30 selpn des. techniques classiques bien connues en elles-meme de 
1 1 homme du metier. - 

• : Avantageusement, : : avant la detection de 
1 ' immunogenicite de ces peptides variants, effectuee a 
lf -6tap.e :c) du precede, conf orme a 1 1 invention, ledit precede 
35 comprend une preselect ion desdits peptides variants par la 
determination de l'affinit6 relative du peptide rpour une 
molecule HLA de classe I, notamment HLA A2.1, et/ou : de la 
stabilite du; complexe peptide/HLA de classe I forme v et la 
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selection des peptides variants presentant une af finite 
relative pour HLA A2 . 1 inferieure; & celle des peptides natif s 
dont ilssont derives, et/6u une DG50 superieure a 2 heures. 

Chaque peptide repondant^ ces crit&res peut 
5 ensuite etre teste, pour rechercher s ' il peut induire uri 
repertoire CTL specif ique du peptide natif non-immunogene 
dont il deriye r et capable riotamment d' entrainer la lyse de 
cellules-cibles exprimant la proteine native dont ce peptide 
non-immunogene est issu . 
10 Sice test est positif , on peut considerer que ce 

peptide: natif non-immunogene represente un : epitope sous- 
dominant /crypt ique, presents par HLA A2.1, dudit antigene. 

La mise en ceuvre du .procede ci-dessus a par 
exemple : permis aux Inventeurs d' identifier de nouveaux 
15 epitopes sous-dominants/cryptiques ;pr£sentes par HLA A2 . 1 de 
1' antigene tumoral HER-2/neu, : de la sous-unite catalytique de 
la telomerase (TERT) et du virus HIV-1. 

Ces epitopes sous - dominants/ c r y p t i que s sont les 
■ suivarits : • 
20 Pour HER-2/neu : 

le peptide HER-2/neu 650 : PLTSIISAV (SEQ ID NO: 4) 
le peptide HER-2/neu 466 : ALIHHNTHL (SEQ ID NO: 5> 
le peptide HER-2/neu 4 02 : TLEEITGYL (SEQ ID NO: 6) 
le peptide HER-2/neu 391 : PLQPEQLQV (SEQ ID NO: 7) 
25 . Pour HIV-1 : 

le peptide gagp24-212 : EMMTACQGV: (SEQ ID NO: 8) 
le peptide pol79 : LLDTGADDTV (SEQ ID NO: 9) 

■■■ Pour., la sous-unite catalytique de la telomerase 

(TERT) : 

30 le peptide mhp 572 : RLFFYRKSV (SEQ ID NO: 10) 
le peptide mhp 988 : DLQVNSLQTV (SEQ ID NO: 11) 

La presente invention a 6galement pour objet des 
epitopes peptidiques irnmunogenes derives d' epitopes :. sous- 
dominants/cryptiques pouvant: -etre identifies par la mise eri 

35 oeuvre du procede conforme a- 1' invention, et ndtamment des 
epitopes sbus-dominants/crypti virus HIV- 

1, et de la sous-unite catalytique de la telomerase (TERT) 
mentionnes ci-dessus . . : - ; . 
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•;. Un epitope peptidique ;: . iitiinunogene Gonforirie a 

1' Invents 

la sequence peptidiq^ 

dont il derive. T.res avantageusement , ces modi f i c at ions 
5 ,. comprennent au : moins la substitution de 1' acide amine 

terminal par un residu tyrosine . II peut s ' agir notamment ■ 
d'un peptide variant selectionne £ 1' issue de l'etape : c) du 
procede conf orme , a 1 ' invention, ou eventuellement de ^tout ■ 
derive de celui-ci :: eomprenant; d' autres modifications de 
10 sequence permettant d' accroitre son immunogenicite. 

La presente invention a egalement pour objet ..des 
compositions. .. eomprenant au moins un epitope peptidique 
immunogene conforme a 1' invention. 

Les. epitopes peptidiques immunogenes conf ormes. . a. : 
15 1' invention sont utilisables dans tous les traitements. 
d' immunotherapie pour lesquels il est s.ouhaitable d' ihduire 
une reponse CTL ; dirigee centre des epitopes sous- 
dominant s /cryptiques , et notamment dans le cadre de : la 
th^rapie antivirale ou anti-tumorale . 
20 Avantageusementy.. .11 s'agit de compositions 

multiepitopiques, capables de g<§nerer une reponse CTL 
polyspecif ique, et qui dans ce but comprennent egalement un 
ou plusieurs autre (s) epitope (s) immunogene (s) . II peut 
: s'agir d'un ou . plusieurs autre(s) epitope(s) sous- 
25 dominant (s) /crypt ique (s) et/ou d'un ou plusieurs epitope (s) 
immunodominant (s) . Ces epitopes peuvent etre issus du meme 
: - antigene f : ou; de deux ou plusieurs ant i genes dif ferents. 

Avantageusement, des compositions 

multiepitopiques conf ormes; ; a 1' invention peuvent egalement 
30 comprendre : au moins un epitope presente par : une molecule du 
CMH. II ,. et c apab 1 e d ' 1 nduir e une reponse T : auxiliaire^ El les 
peuvent comprendre . en outre, pour etre plus largernent : 
utilisables sur une population dont 1 e s i ndi vi du s portent : : des 
alleles HLA . dif f erents , tin ou plusieurs epitopes present^s 
35 par des molecules du CMH I autres .que HLA A2 . ' = : 

Selon un mode de . realisation prefere : d' ; une 
composition c on forme a 1' in vent ion , elle comprend au moins un 
■ polypeptide chimerique eomprenant . une ; ou plusieurs :: copies 
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d' un Epitope peptidique immunogene conforme k 1' invention. 

: ... : .v,v,- : Dans le cas d ' une composition itiultiepitopique , ledit 
polypeptide ehimerique comprend en : outre : : une ou plusieurs 
copies d' au moins un autre epitope immunogene. 
5 Un tel polypeptide . , ehimerique peut etre 

facilement obtenu par des methodes connues en : elles-menie s , et 
notamment par les techniques classiques de 1' ADN recombinant . 

La presente invention a egalement pour objet une 
molecule d'acide nucleique codant un polypeptide ehimerique 
10 conforme a 1' invention. 

La presente invention a egalement pour objet 
: 1' utilisation d' un epitope peptidique ; immunogene , d' une 
composition, ou: d' une molecule d' acide nucleique : conforme a 
• 1' invention pour 1' obtention d' un medicament / v et notamment 
15 d' un medicament destine a 1' immunoth&rapie antivirale ou 

: antitumorale . - . 

. . La presente invention englobe egalement les 
.medicaments comprenant, en tant que principe actif / au moins 
un .epitope, peptidique immunogene, une composition, ou une 
20 molecule d' acide nucleique conforme a 1' invention . 

Selon un mode de realisation pr6f er6 de la 
: presente invention, lesdits medicaments sont des vaccins . 

Des medicaments conforme s a 1 'invention peuvent 
comprendre en outre les excipients usuels, : ainsi que des 
25 adjuvants habituellement utilises en immunotherapie, et 
: : permettant par exemple de favoriser 1' administration du 
principe act if, de le stabiliser, d' augmenter son 
immunogenic it e, .etc. 

La presente invention sera mieux comprise a 
30; : 1' aide du complement de description qui : va suivre, qui se 
ref£re a des exemples non- 1 imi tat i f s d ' identification de 
nouveaux. peptides et de nouveaux ant i g en e s po ten tie 1 1 emen t 
utilisables : en immunotherapie, par la raise en ceuvre du 
procede conforme a 1' invention . 



WO 02/08716 



PCT/FR01/02387 



12 



EXEMPLE 1 : RELATION ENTRE L f AFFINITE , LA STABILITE DES 
COMPLEXES HLA A2 . 1 /PEPTIDE ET L 1 IMMUNOGENI C I TE DES PEPTIDES 
VIRAUX ET TUMORAUX. 

Trente-cinq peptides provenant d' antig^nes viraux 
(HBV, HIV, Flu) et de tumeurs <HER-2/neu, melanome gplOO, 
Tyrosinase, Mart-1.) ont ete testes pour leur capacite a fixer 
et a stabiliser la molecule HLA A2 . 1 : ces peptides sont 

representes dans le : Tableau I ci-apres. 

• ■■■■ ■ ■ ■ ■ Tableau I 



Peptides 



Sequences 



Tyrosinase 224 : 
Tyrosinase 207 
Tyrosinase 1* 
gp100 154* 
gp100476* 
gp100 209* 
gp100 570* 
gp100177* 
gp100178 
gp100 457* 
mart-1 27* 
mart-1 32* 
HER-2/neu 789* 
HER-2/neu48 
HER-2/neu 650 
HER-2/neu466 
HER-2/neu402: 
HER-2/neu661 
HER-2/neu 799* 
HER-2/neu 369* 
HER-2/neu 851* 
HER-2/neu5* 
HER-2/neu 391 
HER-2/neu 773* 
HER-2/neu 971* 
HER-2/neu 1023* 
HER-2/neu 689* 
HBVpol 985 
HBVpol 765 
HBVpol 28 
HBVpol 575* 
H BVpol 594 

FIUM58* 
HIVgag 76* . 
HIVrt309* 



KLTGDENFTI (SEQ ID NO: 12) 
FLPWHRLFLL;(SEQ ID NO: 13) 
MLLAVLYCL (SEQ ID NO: 1 4) 
KTWGQYWQV (SEQ ID NO: 15) 
VLYRYGSFSV (SEQ ID NO: 16) 
TDQVPFSV (SEQ ID NO: 17) 
SLADTNSLAV (SEQ ID NO: 18) 
AMLGTHTMEV (SEQ ID NO: 19) 
MLGTHTMEV (SEQ ID NO: 20) 
LLDGTATLRL (SEQ ID NO: 21) 
AAGIGILTV (SEQ ID NO: 22) 
ILTVILGVL(SEQIDN0:23) 
CLTSTVQLV (SEQ ID NO: 24) 
HLYQGCQW (SEQ JD NO: 25) 
PLTSIISAV(SEQID NO: 4) 
ALIHHNTHL (SEQ ID NO: 5) 
TLEEITGYL (SEQ ID NO:; 6) 
ILLVWLGV (SEQ ID NO: 26) 
QLMPYGCLL (SEQ ID NO: 27) 
Kl FGSLAFL (SEQ I D NO: 28) 
VLVKSPNHV (SEQ ID NO: 29) 
ALCRWGLLL (SEQ ID NO: 30) 
PLQPEQLQV (SEQ ID NO: 7) 
VMAGVGSPYV (SEQ ID NO: 3i)' 
ELVSEFSRM (SEQ ID NO: 32) 
YLVPQQGFFC (SEQ ID NO: 64) 
RLLQETELV (SEQ ID NO: 65) 
NLQSLTNLL (SEQ ID NO: 33) 
LLGGAANWIL (SEQ ID NO: 34) 
LLDDEAGPL (SEQ ID NO: 35) 
FLLSLGIHL (SEQ ID NO: 36) 
PLEEELPRL (SEQ ID NO: 37) 
G1LGFVFTL (SEQ ID NO: 38) 
S LYNTVATL (SEQ I D N O: 39) 
ILKEPVHGV (SEQ ID NO: 40) 



10 
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Vingt-ideux de ces peptides (signales par un 
asterisque dans le Tableau I) sont deja corinus en tant 
qu' epitopes , presentes: par HLA A2 . 1 et generant ■ une reporise 
cytotoxique CTL chez 1' homme ; les 13 autres peptides qui 
n^ ont pas encore ete decrits eri tant qu' epitopes/ ont ete 
choisis en fonction de deux criteres : la presence de motifs 
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:: d' ancrage primaires de HLA A2 .1 (L en position '■■ 2 ;et; V/L en 
position ^-terminale) et un score de liaisdn faible> selon 
une evaluation ef fectuee par le prog r amme B I MAS ^ [PARKER 'et 
al., J. Immunol., 152, 163, (1994)]. 
5 L' af finite pour HLA A2 . 1 et la stability du 

complexe peptide/HLA A2. 1 ont ete evaluees par eytometrie de 
f lux: et IMmmunogenicite a ete evaluee par generation de CTL 
sur des souris transg^niques HHD [ PASCOLO et al . / J. Exp . 
Med../ 185, 2043, (1997) ]. 
10 Les protocoled utilises sont les suivants [FIRAT 

et al. , Eur. J. Immunol., 29, 3112, (1999)]:. 
Af finite . : 

Des cellules T2 [FIRAT et al., Eur.. J. Immunol., 
29, 3112, (1999)] (3xl0 5 cellules/ml) humaines, qui sont 

15 def icientes . en: transporteurs TAP, sont : incubees a 37°C 
pendant 16 heures avec diverses concentrations de.. chaque 
peptide: .a: tester dans du • milieu RPMI 1640 sans serum, 
supplements avec 100. ng/ml de P2-microglobuline. . humaine. 
Ensuite, : elles ; sont lavees deux fois, et marquees avec 

20 l f ant icorps monoclonal BB7 . 2 : [PARHAM et al ; , Hum . , Immunol . , 
3, 4, 277-299, (1981) ] qui est specifique de : la molecule HLA 
A2;;.;l, : puis avec un ant icorps de ; chevre anti-Ig de souris, 
couple a 1' isothiocya.nate de fluoresceine (FITC) . 

r: - . Les cellules sont ensuite analysdes en cytometric 

25 de flux. . Pour chaque concentration de peptide, la 
fluorescence specifique de HLA, A2 . 1 est calculee en tant que 
% de la fluorescence obtenue avec 100 pM d'un peptide de 
reference (HIVpol 589 ; IVGAETFYV (SEQ ID NO: 3) ) . L^af finite 
relative . (RA) est definie comme le : rapport de la 

30 concentration de chaque peptide induisant 20% de la 
fluorescence obtenue avec 100 pM : du peptide de. reference, a 
la concentration du peptide de reference induisant .20% de la 
fluorescence obtenue avec 1 00 .pM duditv peptide de reference . 
Plus 1' af finite relative est faible> et plus, fortement le 

35 peptide se lie . 4 HLA A2 . 1. La RA moyenne pour chaque peptide 
est determinee : a partir d' au ;;moins ; trois. : experiences 
independantes . Dans toutes . : les experiences; 20% de la 
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fluorescence max i ma 1 e ont 6t6 obtenus pour 1 a 3 |aM du 
peptide de reference . 

Stabilite : 

Des cellules. T2 (lOVml) sont incubees pendant 
5 une nuit a. 37 9 C avec 100 pM de. chaque -peptide a tester dans 
du milieu RPMI 164.0 sans serum> supplements avec 100 ng/ml de 
P2-microglobuline humaine. En suite/ elles sont lavees • 3 
quatre reprises pour eliminer les ; peptides, libres, incubees 
avec, du Bref eltiin A (SIGMA ; 10 pg/ml) pendant une heure pour 

10 prevenir 1' expression a leur surface des molecules HLA A2 . 1 
nouvellement synthetisees, lavees et : incubees a 37 °C pendant 
0 f 2, 4, 6 ou 8 .heur.es..- Pour chaque temps d' incubation, les 
cellules sont ensuite marquees, comme indique ci-dessus, avec 
1'anticorps BB7.2, et analysees eri cytometrle de flux pour 

15 evaluer la quantite de complexe ..peptide /HLA- A2.1. present a 
leur surface. Cette quantite est evaluee par la formule : 
..(fluorescence moyenne des cellules: T2 preincubees avec le 
[■.eptide - fluorescence moyenne des cellules T2 traitees dans 
des conditions similaires en '1' absence de peptide). Le DC50 
; 20 (complexe de dissociation : DC) est d&fini comme etant le 
temps requis pour la perte de 50% des complexes 
HLA A2.1/peptide stabilises a t=0. 
Immunogenicite : 

Les souris HHD utilisees sont p2m-/-,D b -/- et 
25 expriment une monochalne HLA A2.1 composee des domaines al 
et a2 de HLA A2 . 1 et des domaines a3et intracellulaire de D b 
reliee par son terminal au- C-terminal de (52-m humain par un 
peptide de 15 acides amines. 

:: Les souris regoivent une: injection sous-cutanee a 
30 la base de la queue avec 1 00 pg de chaque peptide a tester: 
emulsif ie dans de 1' adjuvant incomplet de Freund, en presence 
de 14 0 pg d'un epitope auxiliaire T derive de 1' antigene 
« core » de HBV : (128-140/ sequence TPPAYRPPNAPIL (SEQ ID 
NO: '631) . 

3 5 . Apre.s. 11 jours, des cellules: spleniques prelevees 

sur les souris (5xl0 7 cellules dans 10 ml): sont stimulees iri 
vi tro avec le -peptide a tester: ,";(i;0; :: -iiMO : V. : Le 6eme jour "de 
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culture, les populations qui reponderit sorit test6es .pour 
determiner une cy t otoxici te specif ique . : ; Dans certains cas, 
;: ; : les cellules qui: ;r6pdndent sont restimul6es in vi tro a des 
intervalles d' une semaine avec 2x1 0 6 cellules spl£niques HHD 
5 irradiees (3000 rads) et 10 \iM de peptide en presence: de 
20 UI /ml d' IL2. recombinant e. 

.: ; Des cellules RM A- HH D et RMAS-HHD, sont utilisees 
comme cibles pour etudier : la cytotoxicite . Ges cellules sont 
respectivement ; obtenues par transf ection de cellules .RMA 
10 murines et de leurs : cellules. RMAS variantes def icientes en 
TAP avec la construction HHD comme d<§crit par PASCOLO et al. 
[J. Exp. Med. , 185, 2043, : (1997) ] . Elles sont infectives, par 
des virus exprimant : les dif ferents ant i genes dont sont issus 
les peptides & tester.: 
15 :. ..Les.- virus utilises sont les suivants : le virus 

recombinant de la vaccine exprimant VIHgag WTG1144 (vac- 
VIHgag) decrit par JOHNSON [J. Immunol.., 147, 1512, (1991)] ; 
' virus: recombinant de la vaccine exprimant HER-2/neu VT39 
(vac-neu) (Therion Biologies) ; le virus de la vaccine vac- 
20 gplO.O, decrit par YANG [J. Immunol., 164, 4204, (2000) ]; ; un 
: virus de la vaccine: de type sauvage (vac-WT) ; et le virus 
flu PR8 de 1' influenza decrit par VIRELIZIER [J. Immunol. , 
115, 2, 434-439/ (1975) ] . Pour les infections virales, les 
cellules RMA-HHD sont incubees pendant 16 heures avec les 
25 virus de la - vaccine (10 PFU/cellule) , . recombinants . ou 
sauvage, ou avec . le virus flu PR8. (50 HAU) pendant 2 heures. 

Les cellules-cibles sont marquees avec 150 pCi de 
51 Cr pendant 90 minutesy puis lavees trois fois et etalees 
dans des plaques : de 96 puits a fond rond (10 4 cellules/puits 
30 dans 100 pi de RPMI 1640+ 3% de serum de veau foetal) . 

Des cellules RMA-HHD ou RMAS -HHD non infectees 
: sont : charg^es avec : I- pM de peptide ct tester, & 37°C pendant 
90 minutes. . 

: . Ensuite, : 100 pi des cellules -effect rices- a 
35 dif f erentes concentrations, sont ajbutes dans les puits et ; 
les plaques sorit incubees a 37 °C; pendant 4 heures . Apr&s 
incubation, 100 |il de surnageant sont. collectes et la . 
radioactivite est mesuree dans un compteur ffv 
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; Le pourcentage de lyse specif ique est calculi : par 
. la fbrmule r [ (liberation de 51 Cr exp 6 r iment a 1 e - 1 ib6 ration de 
51 Cr spontanee) / (liberation de 5 -Cr maxima 1 e - libera ti on de : : ^Cr 
spontanee) ] x 100. Dans toutes les experiences; la liberation 
5 . spontanee est inferieure . a 20% de la liberation maximale 
: induite par HC1 3N. 

En .: : f onction . de leur ca'pacite a. / fixer et -a 
stabiliser la molecule HLA A2..1, et de leur iirununogenicite, 
les 34 peptides ont ete classes en trois groupes different s ; 
10 les resultats de ce ciassement sont represent^s . dans le 
Tableau II. 
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Tableau I! 



Peptides . 


RA 


. DC50 (heures) 


R6pondeurs*/Souris totales 


Groupe 1 








HIV qaq 76 


to 


>8 


//■iu 


Flu M58 


0,2 


■ ■ *^<J : 


Ala ■ ■ 


HBV DOI575 


2,5 


■ ■ 


o/o 


HBV doI765 


? 0 


■ A 


Mn 

:NU 


Mart-1 27 






: a ire 
4/0 


nnlOO 177 


o c 

... U, J .. 




o/o 


nn 100 17ft 




D-O 


A /ft 

4/D . 


nn 100 154 


2 3 




7/Q 

//S7 ■ 


gp 100 570 


1,0 


■ 4-5 . 


6/9 


gptOO 209 


13 


4 


4/6 


gp100 476 


10;0 


6 • 




gp 100 457 


1,6 


2-4 


4/fi 


HER-2/neu 799 


1 0 


6-8 




HER-2/neu 369 


2,3 


. 4 


12/13 


HER-2/neu789 


1.6 


6-8 


4/6 


HER-2/neu 48 


1,7 


>8 


5/6 


HER-2/neu773 


1,7 


. 6 ■ ■ ■ 


2/3 


HER-2/neu 5 


; . 2;3 ; v - : ' 


>8 


5/6 


HER-2/neu 689 


2 


■ 4 


5/6 


Groupe II 








Tyrosinase 1 


>60;0 


2-4 


*t/t.O ..... 


Mart-1 32 


21 1 


4 


o/m 


HER-2/neu 851 


24,0 . 


4 • ■ 


• • MAC. 


HER-2/neu 661 


>60,0 


. ■ ■ 

C^*T ■ ■ 


n/fi 

u/o 


HER-2/neu 1023 


19,6 


4 


5/10 


Groupe 111 








HBV pol 28 


5,3 


<2 


0/6 


HBVpol 594 


. 4,2 


<2 


0/6 


HBV po(985 


43,3 


<2 


0/6 


Tyrosinase 224 


>50,0 


<2 


0/6 


Tyrosinase 207 


>50,0 


2 


0/6 


HER-2/neu650 . 


1,4 


<2 


0/6 


HER-2/neu 466 


4,8 


2 


0/6 


HER-2/neu402 


19,0 


<2 


0/6 


HER-2/neu 391 


:>70,0 


2 


0/6 


. HER-2/neu 971 | 


>70,0 


2 


0/6 
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...-.ww.w M ww ,ww www,.- repondent jorsqu ; une cytotoxicite specifique contre:des cribles pulses^ 

par un peptide est superieure a 1 5% de la toxicite vis-£-vis des cibles non-chargees, 

Le premier groupe est constitue de 19 peptides 

ayant une RA < 10 et un DC50 > 2 heures. lis correspondent a 

des: epitopes d' antigenes de virus ; ou de tumeurs (a 

1'exception de HBVpol 765 et HER-2/neu 48) et declenchent une 

reponse CTL chez un pourcentage 61eve (60 a 92%) des souris 

HHD . 

Le deuxieme groupe de cinq peptides avec une RA > 
10 et un : PC50 > 2 heures comprend trois epitopes connus , et 
un epitope potent^ Deux d'; entre eux sont 

non-immunog6nes .(Mart-l 32/ HER-2/neu 661) , tandis que HER-v 
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2/neu 851 et tyrosinase:; 1 induisent une r^ponse chez un 
faible pourcentage de souris HHD (8% et 17%, r e spe c t i vemen t ) . 

Dix peptides avec un DC50 < 2 heures et une RA 
variable appartiennent au troisieme groupe. lis ne 
5 correspondent pas a des epitopes connus (a 1' exception de 
HER-2/neu 971) et ils s.on.t non-immunogenes chez des souris 
HHD, meme s ils : ont; une RA: elevee, comme HBVpol 28, HBVpol 
594, HER-2/neu 650 et- HER- 2/neu 466. 

Les conclusions suivantes peuvent etre tirees de 

10 ces resultats : (i) des motifs d' ancrage . secondaires 
inf luencent f ortement la liaison HLA A2.1 puis que des 
peptides ayant les residus d' ancrage primaires HLA A2..1 
optima pr^sentent un ; tres large spectre . d ! af finites, (ii) 
1' af f inite:, de liaison : n' est pas tou j ours en correlation avec 

15 1' aptitude a stabiliser la : molecule HLA A2.1. Les peptides 
Mart-1 32 et HER-2/neu 851 sont de faibles liants mais ils 
forment des complexes peptide/HLA A2 . 1 stables. Au contraire, 
les peptides HBVpol 28, HBVpol 594, HER- 2/neu 650 et HER- 
2/neu 466 sont des . , .1 i an t s • p.u i s s a n t s mais ils forment des 

20 complexes ins tables- avec la molecule HLA A2.1, (iii) 
1' immunpgenicite des peptides depend principalement de leur 
capacite a stabiliser la molecule HLA A2.1. Des peptides 
ayant un DC50 < 2 heures ne sont jamais immunogenes meme 
s'ils ont une forte af finite de liaison. Cependant, une 

25 stabilite de HLA A2.1 induite : par un peptide n'est pas 
suf f isante pour assurer une ; immunogenicite. En fait, des : 
peptides ayant un DC50 > 2 heures peuvent etre non 
immunogenes (Mart-1 32 et HER- 2/neu 661) ou tr£s faiblement 
immunogenes (Tyrosinase 1 et HER-2/neu 851) s'ils presentent 

30 une faible affinity de liaison. 

II apparait done q.u' 11 est necessaire d' ameliorer 
a.la.fois 1' af finite ; de: liaison et 1' aptitude a stabiliser la 
molecule HLA A2 .1 pour que des peptides generent une forte 
reponse CTL. 
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EXEMPLE 2 : EFFET DU REMPLACEMENT DU RES IDU EN POSITION PI 
PAR UNE TYROSINE SUR L 1 AFFINITE ET LA STABILITE DU COMPLEXE 
HLA A2.1 /PEPTIDE. 

Des variants de 33 peptides decrit s dans 
5 l'exemple 1, resultant. . de, la " substitution du l er acide amine 
N-terminal par une tyrosine (substitution P1Y) =, ont ete 
synthetases . . Ges variants ont ete testes pour leur af finite 
r pour la molecule HLA . A2. 1 : et leur . capacite a stabiliser le 
complexe forme. 

10 : : Les resultats sont illustres par le Tableau III . 



Tableau III 



Peptide 


RAWT/RAY1 


DC50 Y1-DC50 WT 


HIV gag 76 


T:3,0 


= 0 


. Flu M58 


T2.4 


. = 0 


H BV pbf 575 


t-2,6 


= 0 ' 


HBVpol765 


t40,4 


t4 


Mart-127 


12 


= 0 


gp100177 


= 0,6 


t2 


gp100178 


= 0,8 


t2 


gp100 154 


= 0,8 


42 


gp100 570 


t3,4 


vt>2 ' 


gp100 209 


= 1,7 


T2 


gp100 476 


T4.2 


" : t2 


gp 100 457 


t2,3 \ 


■ t>2 


HER-2/neu 369 


13,9 


"•; T>2 : . 


HER-2/neu 799 


t3,9 


t>2 


HER-2/rieu 789 


■ ■ ^2,1 


. =0 


HER-2/neu48 


T3,o 


= 0 : 


HER-2/neu773 


T2,0 


f2 


HER-2/neu 5 


= 1,1 


= 0 


HER-2/neu 689 


f 3,1 


... t>2 


Tyrosinase 1 


T>3,7 . 


t>2 


Mart-1 32 


1 16,2 


T2 


HER-2/neu 851 


T 3,0 


" ■ t2 ; ' 


HER-2/neu661 


T >1 ,5 


t2 ■ 


HBVpol28 


t 2,3 


T>2 


HBVpol594 


T 14,8 


' t>6 


H BV pol 985 


T13,7 


t >6 : : 


Tyrosinase 224 


t>5,1 


^ - •T>2: : .V-; :: 


Tyrosinase 207 


t>6,4 


::V:;;::::':t>4--:.i-:r:: ; . . 


HER-2/neu650 


t6,0 


t>4 ; • 


HER-2/neu 466 


t.3-3 


t>4 " 


HER-2/neu402 


t-5,2 


• t>2'- V.:'. ; 


HER-2/neu 391 


?55,5 


: f>6 


HER-2/neu 971 


T 11,6 





; Ges resultats : -mont rent : que; la:: -substitution : P1Y 
augmente la liaison de tous les peptides : de -faibleaf finite 



et favorise la stabilisation de HLA A2 .1- pour - tqus les 
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V peptides stabilisants faibles (groupes II et III : dans le 
■ Tableau II ) v-- L ' augmenta t ion d ' a f finite , : mesur§e par le 
.rapport entre les RA du peptide modifie et du peptide 
nature!, est au minimum de l> 5 et va jusqu'£ 55, 5/ tandis que 
5 : 1' augmentation de la stabilisation de HLA A2 . 1, mesuree par 
la difference : entre les DC50 du peptide modifie et du peptide 
nature 1 est au minimum de 2 heures et va jusqu'a 6 heures . Le 
RA de tous les peptides modifies, a I 7 exception d'un d' entre 
eux (HER-2/neu 661Y1). est inferieur a 10, et leur DC 50 est > 
10 4 heures. Pour les peptides Tyrosinase 1 et HER-2/heu 661, la 
modification P1Y ne g6n£re pas de peptides ayaht une tres 
. forte aff inite. Ceci. est du si la presence dans ces peptides 
de residus d'ancrage secondaires P3-P8/9 defavorables pour la 
liaison de HLA A2 . 1 . 
^ L'effet de la substitution P1Y n' est pas limits 

■ : aux peptides de f aible aff inite mais est aussi observe avec 
la majorite des peptides de forte aff inite (groupe I du le 
Tableau II) . Deux seulement : des dix-neuf peptides de forte 
af finite n'ont amelior§ ni leur aff inite de liaison, ni leur 
20 capacite de stabilisation (gplOO 154 et HER-2/neu 5) . II faut 
noter qu^une augmentation d'affinite est independante de la 
nature du residu en position 1 du peptide natif et qu'elle 
est observee meme si le residu substitue n r est pas un residu 
de favorable a la liaisony avec : HLA : A2 . 1 . Quatre seulement des 
25 19 peptides ayant uri rapport RA du peptide naturel/RA de 
peptide modifie superieur a 3 ont un r6sidu defavorable en PI 
(P pour HER-2/neu 391, HER-2/neu 650 et HBVpol 594, E pour 
HER-2/neu 971). L' augmentation d r affinite de ces quatre 
, peptides, est toutefois tres importante : elle est comprise 
30 entre 6 et 55,5. 

;: . Cependant ,1 Vaf finite est ; augmentee meme lorsque 
Y substitue un autre residu favorable comme F (HBVpol 575 et 
Tyrosinase 207) . 

Ges resultats demon tr en t qu ' une substitution P1Y 
35 augmente la liaison ^ HLA A2 . 1 : . et la : capacite de 
■stabilisation du complexe forme ; pour : p r e s que t ou s 1 e s 
. peptides lies a HLA A2.1. e e t effet est bien plus prohonce 
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pour : les peptides non-immunogenes de faible affinity pour HLA 

EXEMPLE 3 : RECONNAISSANCE CROISEE DES PEPTIDES NATURELS ET 
DE LEURS VARIANTS P1Y PAR DES CTL SPECIFIQUES . 

5 L' augmentation del'af finite pour HLA A2 . 1 est la 

premiere condition pour rendre immunogdnes des peptides de 
faible af finite;. II est cependant egalement necessaire que 
. leur conformation dans le complexe avec HLA A2 . 1 rie soit pas 
modifiee, et que: leur specif icite antigenique soit conservee. 

10 : Si tel est le cas> des CTL : generes chez des souris HHD 
: vaccinees par; le peptide natif doivent: reconnaitre celui-ci: 
et son. variant. P1Y avec la meme eff icacite. De plus, les 
variants P1Y doivent etre capables de recruter in vivo le 
repertoire des CTL s pe c i f i qu e s du p ep 1 1 de n at ure 1 . 

15 La reconnaissance des variants P1Y par des CTL 

specif iques de peptide .naturel a d'abord ete etudiee. Des CTL 
induits chez des souris HHD sensibilisees avec les. peptides 
HIVgag 76, HBVpol 5.75, gplOO 154,. gplOO 457, gplOO 476, gplOO 
570, gplOO 177 pu HER-2/neu 369 ont ete testes pour leur 

20 . capacite a tuer des cibles RMAS-HHD chargees avec soit les 
peptides naturels (WT) , soit les variants P1Y correspondants 
(P1Y) . 

La Figure 1 illustre les resuitats (% de lyse en 
fonction du rapport cellules ef fectrices/cellules cibles) 
25 obtenus avec huit peptides differents. 

■ Cellules RMAS-HHD chargees avec le peptide naturel : ■ 
. ; , -Cellules . .RMAS-HHD chargees avec le peptide: PI Y : A 
Cellules RMAS-HHD non-chargees : 

Ces resuitats montrent que des CTL induits chez 
30 des souris HHD sensibilisees avec les peptides HIVgag 76, 
HBVpol; 575, gplOO .154 ,: gplOO 457/ gplOO 476/ gplOO 570, gplOO 
177 et HER-2/neu 369 tuent avec la meme eff icacite les 
V; . : ' cellules RMAS-HHD chargees- avec le peptide naturel ou avec 
son variant P1Y. 

: 35 v : Les variants P1Y sont aussi capables de recruter 

les CTL specif iques du peptide naturel in vivo. Des cellules 
y spleniques de souris- HHD sensibilisees avec les variants P1Y 
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; HIVgag 76Y1, HBVpol 575Y1, gplOO 154Y1, gplOO 457Y1; gplOO; 
: ; 4 7 6Y1, gplOO 570Y1; gplQO 177Y1 et HER-2/.neu 369Y1, ; sont 
testees pour leur ; capacity & tuer des - cibles RMAS-HHD 
: chargees avec soit les variants P1Y (PlY), soit avec les 
:; 5 peptides de type sauvage (WT) . 

Les resultats (% de lyse en fonction du rapport 
cellules effectrices/cellules cibles) sont illustres par la 
Figure 2 . 

Cellules RMAS-HHD: chargees avec le peptide natur el : □ 
10 Cellules RMAS-HHD chargees avec le peptide PlY : A 

Cellules RMAS-HHD non-charg6es : O. 

Ces resultats montrent : que les : ; : variants P1Y 

generent des CTL qui tuent les cibles RMAS-HHD chargees avec 

le peptide variant, ou avec le. peptide 
15 En outre, tous ces peptides variants a 

1' exception de gplOO 154Y1, induisent des CTL chez un 

pourcentage plus eleve de souris HHD. que ne font les peptides 
: naturels corr e spondant s . Trois a huit souris HHD ont 6te 

testees pour chaque peptide et une reponse CTL a ete induite 
20 chez 10.0% des souris sensibilisees par HIVgag . 76Y1, HBVpol 

575Y1, gplOO 476Y1, gplOO 570Y1 et HER-2/neu 369Y1 et chez 

75% des souris sensibilisees par gplOO 4.57Y1, gplOO 177Y1 et 

gplOO 154Y1. 

De plus, les CTL induits par les variants P1Y 
25 reconnaissent : ces variants et les peptides naturels 
correspondants avec des avidites comparables . 

Les CTL- generes chez des souris sensibilisees 
avec les variants PlY HER-2/neu 369Y1, HIVgag 76Y1 et gplOO 
154Y1 ont ete testes pour , leur aptitude £ tuer des cibles 
30 RMAS -HHD chargees avec dif f erentes concentrations du peptide 
variant ...PlY, ou du peptide sauvage correspondant . 

Les resultats (% de lyse en fonction du rapport 
cellules effectrices/cellules cibles) sont illustres par la 

35 Cellules RMAS-HHD chargees avec le peptide naturel : O 
Cellules RMAS-HHD chargees avec le peptide PlY :v □ . : 

Ces- resultats montrent que les CTL : : induits par 
••: les. variants . PlY, donnent une cytolyse egale a. lai nioit ie • de la 
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c y to 1 y s e max ima 1 e pour des quantitSs sixnilaires de variant 

P1Y et de peptide nature!. 

; : ; . i Pour envisager une utilisation des variants . P1Y 

en immunotherapie , il est en outre necessaire que les CTL 
5 induits par ees variants reconnaissent des Epitopes app re t e s 

naturellement de 1' antigene dont ils sont derives . : 

: ■ Des : CTL : generes chez des souris sensibilisees par 

HIVgag 76Y1, HER-2/neu 369Y1, HER-2/neu 5Y1, gplOO 476Y1 et 

f luM: 58Y1 sont testes pour determiner leur : aptitude a: tuer 
10 des - cellules: .. RMA-HHD inf ectees : par les virus ; recombinants 

vac-HIVgag, : vac-neu> vac-gplOO ou flu PR8 et exprimant de 

f agon ■ endogene : : les antigenes viraux correspondants, ou 

inf ectees avec le virus sauvage vac-WT. 

: . : ::Les. resultatS: (%: : de lyse en f onction. : du -rapport . 
... •• cellules effect rices /cellules cibles) sont illustres -par la 

Figure 4 : . - 

Cellules . RMA-Hf-p inf ectees avec vac-WT (©) ; 

Cellules RMAtHHD inf ectees avec vac-HIVgag (S) ; 

Cellules RMA-HHD inf ectees avec vac-neu (A) ; 
20 Cellules RMA-HHD inf ectees avec vac-gplOO ( V ) ; 

Cellules RMA-HHD infectles avec flu PR 8 (O) . 

Ces resultats montrent que des CTL specif iques 

des variants P1Y reconnaissent 1' epitope mature : naturellement 

puisqu' lis tuent des cibles inf ectees avec le virus 
25 correspondant maisnon les cibles infect ees par vac-wt ; 

II . apparait. done que la substitution P1Y 

satisfait aux deux criteres qui sont n^cessaires a 

1' induction d/ ; une response CTL contre un quelconque ; peptide de 

faible af finite pour HLA A2 . 1 , quelle que soit sa sequence. 
30 D'abord, elle augmente 1' af finite de- liaison et la capacite 

de stabilisation des peptides lies a HLA A2. 1 et ; en second 

lieu, elle n' interf ere pas avec 1' interaction peptide/TCR et 

ne modifie done pas leur specif icite antigenique. 
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EXEMPLE 4 : RESTAURATION DE L 1 IMMUNOGENIGITE DE PEPTIDES NON 
IMMUNOGENES DE FAIBLE AFFINITE POUR HLA A2 . 1 PAR UNE 
SUBSTITUTION P1Y. 

• Des; souris ont .ete vaccinas avec les variants 
5 P1Y des peptides HER-2/neu 402,. HER-2/neu 466, HER-2/neu 650, 
HER-2/neu 391, Tyrosinase 207, HBVpol 594, HBVpol 28 et 
HBVpol 985. Onze j ours plus tard, leurs cellules spl£niques 
sont .: . rest imu lees in . vitro.. : avec le peptide naturel 
correspondant, et les CTL generes sont testes contre des 
. 10 , cellules-eibles RMAS-HHD. non-chargees ou chargees avec le 
peptid : e : naturel. 

Les resultats (% de lyse en fonction du rapport 
cellules effectrices /cellules cibles) sont illustres. par ..la 
Figure 5 : 

15 Cellules RMAS-HHD chargees avec le peptide naturel . : A 
Cellules RMAS-HHD non-chargees : ©. 

Pour chaque peptide, le nombre de souris qui 
cepondent est indique . 

Ces resultats montrent que les souris HHD 
20 sensibilisees avec - des variants P1Y generent des CTL 
specif iquesy. du peptide naturel . En outre , le pourcentage des 
souris qui fournissent une reponse est relativement eleve : 
il est compris entre 33 et 77%. 

Ces donnees demontrent qu 1 une substitution P1Y 
25 constitue une strategie .. generale pour augmenter 
1' immunogenicite de peptides non-iramunogenes de faible 
af finite pour HLA A2.1.. 

EXEMPLE 5 : : IDENTIFICATION D' EPITOPES SOUS -DOMINANTS/ 
CRYPTIQUES A L' AIDE DE VARIANTS P1Y. 

30 La possibilite d' induire une reponse CTL contre 

des peptides., de faible af finite pour HLA A2.1 permet 
d' identif ier des epitopes sous-dominant s/cryptiques; viraux ou 
tumoraux, utiles pour une immunotherapie specifique.l v • 

; -Cette possibilite^ : est . illustres par 

35 1' exemple : de 3 : antigenes dif ferehts : 1' antigene : tumoral HER- 
2/neu, le . virus HIV-1 et la sous-unite catalytique; de la 
telomerase (hTERT) . 
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• Epitopes HER-2/neu 

Le pieptide HER-2/neu 650 ne participe pas & la 
reppnse CTL specif ique de : HER- 2/neu developpee chez des 
patients portant une t umeur HER-2/neu+. • 2 hypotheses sont 
5 possibles ou bien ;il s ' agit d' un epitope qui n' est pas 
: naturellement mature: par des cellules tumorales exprimant 
HER- 2/ neu, ou bien il s'agit d' un epitope sous- 
dominant /cryptiquev : 

Comme decrit a 1'Exemple 1 ci-dessus, le peptide 
ID HER-2/neu 650 forme des complexes HLAA2.1 /peptide instables 
et n' est done pas immunogene. 

1); Pour etudier si le peptide HER-2/neu 650 
correspond a un epitope sous-dominant/cryptique, les CTL 
eneres chez des souris: : sensibilise.es : par le . variant HER-: 
i5 2/neu 650Y1 sont . testes pour leur capacite a tuer des 
cellules RMA-HHD infectees par vac-neu. 

Les resultats (% de lyse en .fonction du rapport 
cellules ef f ectrices/cellules cibles) sont illustres par la 
Figure 6 ' : 

20 Cellules RMA-HHD infectees avec vac-WT (O) ; 
Cellules RMA-HHD .infectees avec vac-neu ( A) . 

Ces resultats montrent que des CTL specif iques de 
HER-2/neu 650 tuent : des .cellules cibles . infectees par vac- 
neu, mais riori des cibles- infectees par vac-WT, ce qui 

25 demontre que le peptide HER-2/neu 650 est un epitope sous- 
dominant /cryptique de HER-2/neu. 

Les variants P1Y des peptides HER-2/neu 466, HER- 
2/neu 402, HER-2/neu 661 et HER-2/neu 391 ont et6 testes de 
la meme maniere ; a 1' exception du variant P1Y de HER-2/neu 

30 661 , les resultats sont similaires a ceux observes pour HER^ 
2/neu 650. 

Les peptides HER-2/neu : 4 66, HER--2/neu 402: et HER- 
2/neu 391 constituent done egalement des epitopes sous- 
dominant /cryptiques. de HER-2/neu. 
35 . En : ce qui concerne HER-2/neu 661, les resultats 

obtenus cqnf irment ceux relatif s a la. f aible augmentation de 
l.'af finite decrits a I'exemple 2 ci-dessus. Des modifications 
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supplement aires devront ■ etre effectives pour envisager 
1' utilisation d'e ee. peptide en immunoth6rapie . 

2) L ' immunogeni e i t e des variants HER-2/neu 4 66Y1, 
HER-2/neu 402Y1, HER-2/neu 650 Yl, et HER-2/neu 391Y1 
5 conformes a 1' invention, par rapport a un peptide 
immunodominant a egalement et e evaluee sur des cellules 
humaines, et comparee a celle du peptide immunodominant HER- 
2/neu 369. 

Des cellules mononucleees du sang peripherique 

10 (PMBC) ont ete dbteinues £ partir de donneurs sains HLA A2.1, 
- et . resuspendues dans 2 ml de milieu' de culture RPMI 1640 
supplements avec 10 nM de glutamine, .. .250 ..unites/ml de 
pe n i c i 1 1 i n e - s t r ep t omy c i n e, et , 10%: de serum humain AB 
inactive par la chaleur, et incubes a 37 °C pendant 2 heures. 

15 Les cellules non-adh&rentes sont collectees, et les cellules 
adherentes restantes . sont char gees avec le peptide a tester 
(5|iM) a 37 °C pendant 90 minutes, et irradi£es . a 3000 rads ; 
elles sont ensuite lavees pour eliminer le peptide libre.. 

3xl0 6 cellules non^adherentes. .sont ajoutees & un 

20 volume final de 2 ml de milieu de culture . supplements avec 
50 Ul/ml. d' IL-2 recombinante. Au septieme jour, elles sont 
recoltees, lavees, et suspendues dans du milieu de culture, 
et restimulees avec 5xl0 6 cellules autologues adherentes 
prealablement chargees avec le peptide k tester comme dScrit 
■25 ci-dessus. Le lendemain, 150 Ul/ml d' IL-2 recombinante sont 
ajoutees. Le neuvieme ou le dixieme jour, les cultures sont 
complementees avec 300 Ul/ml d' IL-2... recombinante, Lorsque 
necessaire, le milieu est changS en prelevant 1ml de 
surnageant de culture et en le remplagant : par 1 ml de milieu 

30 de culture contenant 300 Ul/ml d' IL-2 recombinante. Cette 
procedure est repetee au moins 3 f ois a intervalles d' une 
semaine . 

Des cellules T2 chargees avecvle peptide natif 
(1 |iM de peptide, 37 °C , 90 minutes) correspondant au peptide 
35 Ply a tester sont utilisees comme cibles pour etudier la 
cytotoxicite . 
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Les resultats (% de lyse en fonction du rapport 
cellules e f f e c t r i c e s / cellule s cibles) ... pour chacun : des 
peptides testes sont illustres par la Figure 7 : •. 
Cellules T2 chargees avec le peptide nature! : ■ 
5 Cellules. T2 non-chargees : #. ■ 

Ces resultats montrent que la substitution Ply 
augmente egalement 1 ' immunogenicite vis-^-vis de cellules 
humaines . 

3) Pour verifier si les peptides P1Y induisaient 

10 des CTL humains specif iques. d' epitopes tumoraux naturellement 
•ppretes, des CTL gene re s> comme deer it ci-dessus, a partir 
' i PBMC humains, provenant de 3 donneurs dif f £rents, stimulus 
par HER-2/neu 369, ou par les peptides HER-2/neu 466 Yl, HER- 
2/neu 402, HER-2/neu 650 Yl> et HER-2/neu 391 Yl ont egalement 

15. ete testes pour leur capaeite i tuer des cellules de tumeurs ::: 
humaines HLA A2 . 1+,:: exprimant ; en quantite plus ouv mo ins 
importante 1' epitope HER-2/neu. 

Les cellules. ; tumoral.es utilisees comme cellules - 
cibles sont les suivarites .: 

20 - 4 lignees - cellulaires HLA A2 . 1+/ HER-2/neu+ : 

MC F-7 [ZAKS, Cancer Res., 58, 4902, (1998;)] ; PUB/N (lignee 
tumorale humaine :de : ;cancer ; du poumon « pas a petites 
cellules : ») ; HCT-116 . ... [. BROS S ART, .Cancer .. Res . , 58, 732, 
(1998)] ; LAW (lignee tumorale humaine de cancer renal) ; 

25 - 2 lignees cellulaires HLA A2.1+/ HER-2/neu- : 

ZR75.1 [OSBORNE et al. , Cancer Res. , 39, 2422-2428, (1979) ] ; 
\ SUP/M2 [MORGAN et al., Blood, 73,. 8, 2155-2164, (1989) ] ; 

: - a titre de temoin, la lignee K562 , sensible a 
la lyse par les cellules NK. 

30 L' expression de 1' antigene . tumoral HER-2/neu: par 

ces cellules , evaluee par iimunof luorescence : : a 1' aide yd ' un 
antlcorps :. monoclonal; : anti-HER-2/neu, est illustree par le 
Tableau IV ci-apres:. 
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Tableau IV 



Lign6e cellulaire 


: HER-2/neu (Fl) -=-. 


ZR75.1 


0,12 


SUP/M2 


v 0.11 . 


MCF-7 


. 1,94 • :. ■ 


HCT-116 


' 1.23 


PUB/N 


1,33 


: LAW 


0.35 



Les resultats de ces .essais.de cytotoxicite (% de 
lyse en f onction .. du rapport - cellules effect rices /cellules 
cibles ; rapports E/T : 4 0/1 : ; 20/1) pour chacun des peptides 



5. testes sont illus.tres par la Figure: 8 : 
Cellules ZR7.5.1 : O 
. Cellules SUP/M2 : O 
Cellules MCF-7 : □ 
Cellules HCT-116 : V 
10 Cellules PUB/N : A 
Cellules LAW : O. 

Aucune cytotoxicite vis-a-vis des cellules K562 
n' est observee . 

.. . Ce s resultat s mont rent que les CTL obtenus a 
15 parti r des PMBC de 3 donneurs differehts, stimules par les 
: : . peptides variants. Pl.Y, lysent ies^vcellules HER-.2/neu+ MCF-7, 
PUB/N, HCT-116, et LAW, mais pas les cellules HER-2/neu- 
ZR75.1 et SUP/M2. 

II est a noter que la lyse est aussi ef f icace 
20 dans le cas des cellules LAW, qui n' expriment que f aiblement ; 
l'antigene HER-2/rieu que dans celui des cellules MCF-7, 
PUB/N, et HCT-116, qui 1' expriment a un niveau eleve . Ceci 
montre que la presentation des epitopes de faible aff inite ne. 
necessite pas l' expression de 1' antig^ne a un niveau eleve. 
25 Epitopes de HIV 1 : 

La .: substitution P1Y : • a ete utilisee pour 
identifier de nouveaux epitopes .sous -dominants /cryptiqu de 
HIV 1. 

17 .peptides de Gag, Pol, En v et Nef de HIV, ont 
30 ete . choisis a. partir de la sequence polypeptidique complete 
; de . HIV 1 . La liste de :. ces peptides est representee: . dans le 
Tableau V ci-apres. 
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Tableau V 



Proteine d'origine* 


. ' Peptides. ■' 


Frequence parmi les isolate 
deHIVl(%)^ 


GAG 


p1 7 (77-85) 
p24 (19-27) . 
p24 (212-221) 


SLYNTWL (SEQ ID NO: 39) (S9L) 
TLNAWVKW (SEQ ID NO: 41) (T9V) 
; EMMTACQGV (SEQ ID NO: 8) (E9V) 


39:6 

62;5 

95.8 . . . 


POL 


(79-88) 
(188-196) 
(263-273) 
(334-342) 
(464-472) 
(576-584) 


LLDTGADDTV (SEQ ID NO: 9) (L10V) 
ALVEICTEM (SEQ ID NO: 42) (A9M) 
VLDVGDAYFSV (SEQ ID NO: 43) (VII V) 
; : ViyUYMUUL (bfcU ID NO: 44) (V9L) 
ILKEPVHGV (SEQ ID NO: 45) (19V) 
PLVKLWYQL (SEQ ID NO: 46) (P9L) 


96:8 



46.2 

84.9 

84.9 

68.8 

87.1 




(669-679 
(671-680) 
(956-964) 


ESELVNQIIEQ (SEQ ID NO: 47) (E11Q) 
ELVNQIIEQL (SEQ ID NO: 48) (E10L) 
LLWKGEGAV {SEQ ID NO: 49) (L9V) 


33.3 
33.3 
98.9 


ENV 


gp120 (120-128) 
gp120 (120-128) 
gp41 (260-268) 


. KLTPLCVSL (SEQ ID NO: 50) (K9L) 
KLTPLCVTL (SEQ ID NO: 51)(K9L/T) 
RLRDLLLIV (SEQ ID NO: 52) (R9V) 


8.9 
79.4 
0.3 


NEF 


(134-143) 
(.188-196) 


PLTFGWCFKL (SEQ ID NO: 53) (P10L) 
AFHHVAREL (SEQ ID NO: 54) (A9L) 


0.1 



* La numerotation des acides amines est bas6e sup ia sequence du clone HIV 1 WEAU 1.60 

Numero-d'acces Geribank U2W^^ 

realisation des peptides de ce tableau par rapport aux proteines virales ; la sequence de ces : 
5 : peptides ri'est pas tbujours totalement identique a celle des peptides correspondants du clone 
WEAU. 

*'*La frequence a ete calculee a partir des isolats disponibles sur la base de donnees « HIV 
Molecular Immunology Database». 

. L f affinity relative de ces peptides pour HLA A2 . 1 

10 (peptide de reference 1 9V)> et la stabilite du complexe 

peptide/ HLA: A2 . 1 ont: ete d§terminees comme decrit dans 

1'exemple 1 ci-dessus, . pour le peptide natif , et pour son 

: variant resultant de; ; la- substitution de l' acide amine N- 

terminal par une tyrosine. 

15 : Les resultats sont il lustres dans le Tableau VI 

ci-dessous : 
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Tableau VI 



Peptides epitopiques CD8 


Peptides natifs 


Peptides PI Y 




RA 


DC 


RA 


DC 


GAG 


: S9L 


2,2 


; >6h ■ 


5 


>6h 




T9V 


5,5 


3,5h 


5,5 


>6h 




E9V 


' :2i: - -V ■ 


<2h 


1.7 


>6h . 


POL 


L10V 


10 : 


<2h. 




4h 




A9M 


5 


2h 


1,75 


>6h 




V11V : 


4,5 


2h ■ 


"-■ 2,5 


3,5h 




V9L 


>100 


ND 




<2h 




I9V 


1 


::5h 


ND 


ND 




P9L : 


>100 


ND 


4,6 


<2h 




E11Q 


>100 , 


ND 


>100 


ND 




E10L 


>100 


ND 


10 


<2h 




L9V 


.3,1 


>6h 


1.3 . 


>6h 


ENV 


K9L 


1,35 - 


>6h 


0,7 


>6h 




K9L/T 


0,65 


>6h 


■ ■ ; , : V : 0,4:: 


>6h 




R9V 


: : >100 : . .. 


ND 


' .5" : -' : - 


ND 


NEF 


P10L 


>100 


ND 


5 : :/ 


ND 




A9L 


>100 


ND 


7 


>6h 



Les deux peptides : gagp24-2 12 (E9V) et pol7 9 



: (L10V) ont une af finite : et : une capacite de stabilisation 
faibles (RA > 5 et DC50 < 2 ; heures) ; eri revanche leur 
5 variants P1Y ont une : af finite: : et une capacite de 
stabilisation fortes (RA <. 5 et DC50 > 2 heures). 
L' immunogenicit§ des peptides E9V et L10V et de leurs 
variants P1Y a egalement ete . testee . Les peptides natifs ne 
sont pas immunogenes :; en revanche leurs variants sont 
: 10 immunogenes aussi bien chez les sour is HHD que chez 1' hbinnie. 

En outre, des CTL generes, a partir de PBMC 
humains, provenant de 6 donneurs differents, stimulus, in 
vitro par des cellules autologues chargees avec le : peptide 
variant E9VY, ou le peptide variant L10VY, ou par le peptide 
15 natif . immunodominant S9L ont egalement ete testes pour leur 
capacite. a tuer des cellules • RMA-HHH (cellules RMA exprimant 
la molecule HLA A2 . 1 native ) : i n f e c t e e s par un virus de la 
vaccine recombinant exp r ima nt • so it la proteine gag, soit la 
proteine pol de HIVl (isplat LAI ) f ou par un virus, de .la 
20 vaccine controle, de type sauvage. 

Les resultats sont illustres par la Figure 9 (en 
abscisse le % de ly.se specif igue ; en ordonnee le rapport 
cellules effectrices/cellules ■ cibles) . Ges resultats montrent 
que les . peptides E9V et ; L 10V sont naturellement pr^sentes 
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, par :: des .. cellules qui exprimerit HLA-A2.1 et la prdt6ihe virale 
dont: lis isont issus (gag pour E9V et pol pour ilOV): . : 

Epitopes de la sous-unite Gatalytique de la telomerase 
(hTERT) "; 

5 "La substitution P1Y a ete utilisSe pour 

determiner: si la sous-unite Gatalytique de la telomerase 
(hTERT) -posse da it- des epitopes capable d'induire une reponse 
T cytotoxique. 

8 peptides ont ete choisis a partir de la 
10 sequence polypeptidique de la sous-unite catalytique de la 
telomerase (hTERT) . ■■ 

L'af finite relative de : : ces peptides pour HLA 
A2-.L, -et la stabilite . du complexe. peptide/HLA A2 . 1 ont ete 
deteirminees comme decrit dans 1'Exemple 1 ci-dessus (peptide 
15 de reference : HIVpol 589) . 

Les .resultats sont illustres dans- le Tableau VII 

ci-dessous : 

- " . v. : ■ : " ■ • ' Tableau VI) 



peptides natife 


Sequences 


RA 


DC50 


mp 530 : 


ILATFLAWL (SEQ ID NO: 55) 


0,8 


>6 : : 


mp 534 


FLFWLMDTYV (SEQ ID NO: 56) . 


0,2 


. >6 .. 


mp 545 


QLLRSFFHFL (SEQ ID NO: 57) 


. . 1,8 


>6 


mp 797 : 


SLFDFFHFL (SEQ ID NO: 58) 


. . 1,5. : 


>6 , ' . 


mp 876 


FLSTLVHGV (SEQ ID NO: 59V 


1,2 . 


>6 .. . . 


mhp 540 


ILAKFLHWL (SEQ ID NO: 60) 


0,3 


>6 


mhp 572 


RLFFYRKSV (SEQ ID NO: 10) 


25,3 • 


' <2 ' 


mhp 988 


DLQVNSLQTV (SEQ ID NO: 11) 


28,6 


<2 



: Les deux, peptides mhp 572 et mhp . 988: ont une 
20 af finite *et une capacity de stabilisation faibles (RA > 5 et 
DC50 < : 2heures) . Ces 2 peptides : sont en outre communs a la 
sous-unite catalytique de la telomerase humaine (hTERT) et a 
la sous-unite: catalytique de la telomerase murine (mTERT) . 
Les variants P1Y de ces 2 .peptides, resultant de la 
25 substitution de 1'acide amin^ N-terminal par une ■■■■ tyros ine , 
ont :ete : prepares , et leur af finite relative pbur HLA A2 . 1, et 
. la stabilite du complexe peptide/HLA A2 . 1 ont ete 

determinees . ■ 

: Les: resultats^ illustres dans le Tableau VIII ci- 
30 dessous, montrent que ces variants mhp 572Y1 et mhp 988 Yl ont 
une affinity et une capacite de stabilisation: fortes (RA < 5 
et DC50 . > 2 heures ) . 
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: Tableau VIII 



: peptides modifies 


. . . Sequences 


RA 


DC50 


mhp 572Y1 


YLFFYRKSV (SEQ ID NO: 61) 




5 . 


mph988Y1 


YLQVNSLQTV (SEQ ID NO: 62) 


•. '2,1 


>6 ■■• 



Des GTL v gerle te3 : . a : : part ir de PBMC humaihs. 



provenant de donneurs sains , stimules in vitro par des 
cellules de n dr i t i qu e s a u t o 1 ogu e s chargees avec le. peptide 
5 variant mhp 572 Yl, ou le: peptide variant mhp 988Y1 ont ete 
testes pour leur capacity a tuer des cellules tumorales 
humaines HLA A2 . l+/hTERT+ : : U266 [VONDERHEIDE, Immunity, 10, 
11, (1999)], ou HSS . HLA A2.1- /hTERT + :: [VONDERHEIDE, 
Immunity, 10, 11, (1999)], : 

10 Les resultats: .;(% ; de lyse en fonction du rapport 

cellules effect rices /cellules cibles ; rapports E/T : 40/1 ; 
20/1 ; 10/1) sont illustres par la Figure 10 : on n' observe 
sucune lyse pour. les cellules tumorales HSS qui n' expriment 
pas HLA A2.1 ; en revanche, on .observe une lyse importante 

15 dans le cas. des cellules tumorales U266 qui expriment a la 
fois la sous-unite catalytique de la telomerase (hTERT) et 
HLA A2;l. 

Ces resultatS:: ;montrent : que les : peptides mhp 572 
et mhp 988 sont naturellement . presentes par les cellules 
20 tumorales humaines, et . :que. : des derives immunogenes de ces 
peptides sont potentieillement utilisables en immunotherapie 
anti-tumorale. 

EXEMPLE 6 : ACT IVI TE NANT I -TUMORALE DES VARIANTS P1Y 
I . derives de 1 epitope ; de la sous -unite catalytique de la 
25 telomerase (hTERT) . 

Des variants P1Y (mhp 572Y1 et mhp. 988Y1) , 
obtenus tel. que decrit a l'exemple 2, sont testes pour leur 
capacite a i ndu i re . in ■ vi vo une reponse anti-tumorale 
protect rice avec des peptides immunodominants (mp 797 et mp. 
30 545) . 

Dix souris . HHD. . generees tel ; que ... decrit a 
1' exemple 1 sont vaccinees, | raison de deux - i 
deux semaines d'intervalle; ; avec; ces dif f ererits peptides 
synthetises par Synt:em (Nimes, France) . . v : 
35 Sept jours : apres la derniere injection, les 

souris vaccinees avec les .peptide's mhp 572Y1, mhp 988Y1, mp 
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797 et mp 545 sont greff£es avec des cellules tumdrales EL- 
4/HHD [ PASGOLG et al . , J. Exp. Med. , 18 5 , : 2043-2051 (1997 ) ] . 

: :. L' ef f icacite ; de la protection ariti-tumorale est 
evaluee en me su rant la taille des tumeurs 28 j ours apres leur 
5 implantation (Figures llAi et 11A 2 ' : taille des tumeurs en 
f one t ion des peptides utilises pour la vaccination) et par la 
survie des souris : gref fees (Figure 11B : % de survie en 
f onction du nombre de jours apres 1' implantation des cellules 
tumorales) . 

10 v ; Les resultats ...sont illustres aux Figures llAi, 

IIA2: -et : :11B : on observe : qu' a J28 , les tumeurs mesurent 
490+144 mm 2 et 653+148 mm 2 respect ivement chez les souris non 
traitees . (controle) et traitees avec le peptide mp 7 97, 
4;2i±17:Q:: mm 2 : .et : .4 89+209 mm 2 : respect ivement chez les souris non 

15 traitees (controle) et traitees avec le peptide mp 545, mais 
que dans le lot de souris vaccinees avec les peptides mhp 
572Y1 :. et mhp 988Y1 , les tumeurs mesurent respectivement 
232+244 mm 2 et 190+207 mm 2 (Figure llAi) ou : 213±160 mm 2 
(Figure 11A 2 ) , .. e t que: 4 souris ;vaccinees avec mhp \ 572Y1 et 

20 mhp 98 8 Y 1 r e sp.e ct i vement ne pre sent en t pas de tumeurs a J28 . 

Toutes les souris non vaccinees meurent a J50 
(Figure 11B : • ) . 

Pour les souris vaccinees avec les peptides mp 
797 et mp 54 5 (Figure 11B : T et ♦ ) , on observe une 

25 mortalite a partir de J40 et la derniere souris meurt a J50. 

La mortalite est significat ivement r6duite dans 
le lot de souris vaccinees avec mhp 572Y1 et mhp 988Y1 
(Figure 11B : A et ■)-. Elle apparait .h . J40 et 4 souris 
(40%) sont; encore en vie a J80 (Figure 1 IB : A., ■) . 

30 II . derives de 1' epitope HER-2/neu . 

Des variants P1Y (HER- 2 /neu 4 650.Y1 , " HER-2/neu 
402Y1) ^ tel, que decrit : a 1 ' exemple • 2 , sont testes 

pour leur : capacite £ induire in vivo une r6ponse anti- 
tumorale protectrice avec des peptides immunodominant s (HER- 

35 2 /neu 369, HER-2/neu 48) . 

. Dix souris HHD generees tel que decrit a 
1/ exemple 1 sont vaccinees, a raison de deux injections a 
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deux s ema i ne s d ' irit e r va 1 1 e > avec ces different s peptides 
synthetises par Syiit : em (Nimes , France ) . 

Des cellules: :HER-2/HHD/neu sont obtenues en 
transf ectant les cellules tumor ales EL-4/HHD avec 1' ADNc 
5 codant pour la molecule HER-2/neu 

Sept . jours apres. . . la derni£re injection, les 
souris vaccinees. avec les peptides HER-2/neu 650Y1, HER-2/neu : 
402Y1, HER-2/neu 369 et HER-2/neu 48 sont greffees avec des 
cellules tumorales EL-4/HHD/neuv 
10 L' efficacite de la protection anti-tumorale est 

evaluee en mesurant la taille des tumeurs 28 jours apresi leur. 
implant at ion : ( Figure 12A : : tail 1 e des . t ume urs en fonct i on . de s ; 
peptides utilises pour la vaccination) et par la su r vi e des 
: ■ :ris gref fees : . (Figure: 12B : pourcentage ■ ■. de survie en 
f onction du nombre de jours apres implantation des cellules 
tumorales) . 

Les resultats moritrent qu' a J28 les tumeurs 
mesurent 560193 mm 2 , 474±234 mm 2 . et 564+174 mm 2 
respect ivement chez les souris non traitees (controle) -et 
20 traitees avec les : peptides HER-2/neu 369 et HER-2/neu 48, 
mais que dans le lot de souris vaccinees avec les peptides 
HER-2/neu 402Y1 et . HER-2/neu 650Y1, les tumeurs mesurent 
323+116 mm 2 et. 100+99 mm 2 , respectivement, et que 4 souris 
vaccinees avec HER-2/neu ; : 650Y1 ne presentent pas de tumeurs a 
25 J28. 

Toutes les souris non vaccinees meurent a J40 
(Figure 12B : •) . 

Pour les: souris vaccinees avec les peptides HER- 
2/neu 369 et HER-2/neu 48 (Figure 12B : ▼ et ♦ ) , la 
30 mortalite n f apparait qu'.& J32 et la derniere souris meurt & 
J52. 

La mortalite est signif icativement reduite dans 
le lot de souris yaiccin^es avec HER-2/neu 402 Yl et HER- 2 /neu : 
650Y1 (Figure 12B — ■ et ▲) . Elle n' est observee qu' a 
35 partir de J46 et 3 : sour is : ( 3 0 % ) sont encore en vie a J70 
(Figure 12B : A) . 

L' ensemble de ces resultats . dempntre que seules 
les formes substitutes en PI avec une tyrosine de 'peptides 
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sous-dominants/cryptiqueS: (HER-2/neu 650Y1, V HER-2/rieu 4 02Y1, 
mhp 572Y1 et mhp : 988Y1) sont capables de generer in vivo une 
reponse: anti-tumorale ef f ieace . : II semble done int^ressant 
d' utiliser en immunotherapie anti-tumorale des peptides sous- 
5 dominant s/cryptiques sous leur forme substitute en PI avec 
une tyrosine. 

EXEMPLE 7 : ACTIVITE ANTI-TUMORALE INDUITE PAR DES VACCINS 
ADN CODANT POUR DE MULTIPLES EPITOPES DOMINANTS ET SOUS- 
DOMINANTS/CRYPTIQUES DERIVES DE HER-2/neu. 

10 Af in .de. paiier. les echecs relatifs. • des essais 

. . : :-:i-;]ues menes ci ce jour exclusivement au moyen de peptides 
tumoraux, une nouvelle approche en immunotherapie 
ant i tumorale .. consist e A induire des reponses : multispecif iques 
par une immunisation, genetique avec : une construction 
15 polyepitopique composee de huit epitopes dominants et • quatre 
sous-dominarits/cryptiques derives de HER-2/neu et restraints 
. au HLA A2.1. 

Selection des epitopes . - 

Les huit epitopes dominants (HER-2/neu . 799, HER- 
20 2/neu 369, HER-2/neu 789, HER-2/neu 689, HER-2/neu .773, HER- 
2/neu 5, HER- 2/neu 48 et HER-2/neu 1023) . presentent une 
. grande af finite pour HLA A2 . 1 (RA < 5 et DC 50 > 4 heures) , 
. sauf . .... HER-2/neu .1023 qui : . est considere comme ayant . une 
af finite de liaison intermediaire (RA.> 5, DC 50 > 4 heures) 
25 (cf. tableau II, Exemple 1). 

: ; : Les quatre epitopes sous -dominan t s /crypt i que s 
(HER- 2/neu 466, HER-2/neu 402, HER-2/neu 391. et HER-2/neu 
650) (cf;. tableau II, Exemple 1) presentent une tres faible 
af finite de liaison et. sont non-immunog^nes chez les sour is 
30 HHD ou chez l'homme, alors que les variants P1Y: (HER- 2/neu 
466Y, HER- 2/neu 402Y1, HER-2/neu 391Y et . HER- 2/neu 650Y1) , 
obtenus tel : que deer it a 1 r exemple 2, presentent urie grande 
af finite pour HLA A2. 1 (RA < . 4 et DC50 > 4 heures) . Ges 
variants P1Y sont representees dans .le tableau IX ci-apres : \ 
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^ Tableau IX 



variants P1Y 


sequence : 


RA 


DG5G fheures) 


HER-2/neu 466Y1 


YLIHHNTHU (SEQ ID NO: 66) 




6 • 


HER-2/neu 402Y1 


YUEEITGYL (SEQ ID NO: 67) 


3,7 


' : . 4 ' 


HER-2/rieu391Y1 ; 


YLQPEQLQV (SEQ ID NO: 68) 


1,3 


8 


HER-2/neu 650Y1 


YLTSIISAV(SEQIDNO:69) 


0,2 


6 



L ' immunogenic^ variants PTY et des epitopes 



immunodominant s est tested selon le protocole deer it a 

l'exemple 1 :• ■ 

5 Des souris sont vaccinees en sous-cutane avec 

ehacun des douze peptides mentionnes ci-dessus en presence de 
l f epitope Th lab derive, de.. .l : '. ant igene « core » de HBV. Onze 
jours plus tard, leurs cellules spleriiques sont restimulees 
in vitro avec Me peptide va -tester (1 jug) pendant six jours, 
.10 et les CTL gen6res sont testes contre des cellules cibles: 
: AS-HHD chargees: avec les : peptides : d' immunisation ou un: 
peptide controle . 

Les resultats : (% de lyse en fonction du rapport 
cellules effectrices /cellules cibles) sont illustr6s a la 
15 Figure 13 : 

Cellules RMAS-HHD chargees avec le peptide d 7 immunisation : ■ 
Cellules RMAS-HHD chargees avec un peptide controle : 

Comme attendu tpus ces epitopes provoquerit une 
rep.onse CTL, et celles provoquees par les variants P1Y sont 
20 specif iques pour les peptides naturels correspondahts / 
Selection d' une construction polyepitopiqu©. 

La construction polyepitopique (pet~neu) comprend 
une suite continue des 12 epitopes precites , a savoir : 

- les huit epitopes dominants (HER-2/neu 799, 
25 HER-2/neu 369, HER-2/neu 789, . HER-2/neu 689, HER-2/neu 773 
HER-2/neu 5, HER-2/neu . 4.8 et HER-2/neu 1023) d<§crits comme 
etant des cibles des lymphocytes infiltrant les tumeurs (LIT) 
dans les cancers du poumon, : de 1' ovaire, de 1' estomac et .du 
RCC, et 

30 - les quatre variants PlY sous- 

dominants/cryptiques: (HER-2/neu 4 66Y, HER-2/neu 402Y1 ,•• HER- 
2/neu 391 Y et HER-2/neu 650Y1) obtenus tel que decrit a 
1' exempie 2 . 
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: : L' utilisation de la • eonstruction : poly6pitopique 
ci-dessus a ete optimisee pour 1 'expression : chez 1 'homme ; et 
tout codon d' initiation potentiel a ete conserve aussi pres 
que possible : du site d' initiation, en particulier si des 

. 5 sequences Kosack sont incorpor6es, Une: etiquette SV5-pk est 
aj outee a 1' extremity 3' de la construction: afin . de permettre 
la verification de 1/ expression de pet-neu dans les cellules 
:• COS tran-sf ectees : (expression de 1' anticdrps anti-PK de 
14 acides amines) . 

10 Un.. plasmide de 3, 0 kb, : Vaxl ( Invitrogen) est 

sel.ectionne, dans lequel les sequences non n^cessaires & la 
.replication dans E. coli ou pour 1 'expression de la proteine 
recombinante dans les cellules de mammifere ont ete retirees 
oouri limit er les sequences d'ADN h omo logues au genome . huma i n , 

Is- et ce afin de minimiser la possibilite d' integration 

.: . chromosomique. Ce plasmide comporte le gene de resistance a 
la kanamycine, plutot qu' a 1 ' ampicilline r dans la mesure ou 
les aminoglycosides: sont moins susceptibles de provoquer une 
. reponse allergique chez .1' homme. 1/ expression est dirigee par 

20 les sequences promoteurs-activatrices du cytomegalovirus 
huma in . (CMV ) . Une terminaison de la tr anscr ipt ion et une 
. polyadenylation de l'ARNm eff icaces sont obtenues en 
uti.lisant le. signal de polyadenylation de lA^h 
croissance bovine. 

25 L'ADN de pet-neu est synthetise et clon<§ dans le 

vecteur pVaxl (Vaxl /.pet-neu) . 

La construction polyepitopique telle que decrite 
ci-dessus presente les proprietes suivantes : 
a) elle permet. 1' appr§tage de chaque epitope a son extremite 

30 C-terminale, et 

; b) elle ne cree pas de nouveaux pept ides d onct ion avec 
une af finite elevee pour la molecule HLA A2 - 1;. ■ = 
L' appretage k 1' extremite C-terminale est : evaluee par deux 
mo deles de prediction de clivage du prot&asome^ • netGhopl . 0, 

35 www, cbs . dtu.dk/services/NetChopPAPRQC , www,; uni-tuebihqen > de/ 
uni:bcm/kuttler /links/html) . Une prediction d^ 
deux modeles est necessaire pour consid^rer: qu^uiiv Epitope est 
apprete. L'af finite des nouveaux peptides^ 
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evalu6e comme precise A I'exemple 1 par ie module de 
prediction BIMAS [PARKER et al . , J. Immunol. , 152 , 163, 
(1994) ] , Parmi les differents arrangements . evalues, 
I 7 arrangement de la Figure 14, correspondant a SEQ ID NO: 70, 
5 a ete. choisi ear 11 repond mieux aux deux proprietes 
precisees ci-dessus. Les epitopes HER-2/neu 773/ HER-2/neu 
1023, HER-2/neu 5,- HER-2/neu 466Y, HER-2/neu 391Y r HER-2/neu 
650Y1 sont predits comme etant appretes et seulement cinq 
nouveaux peptides dejonct ion avec une af finite elevee pour 
10 la molecule HLA A2 .1 pourraient etre generes (p67 9 , p94 9 , 
plTgy p91io, p63io) ; ces peptides sont definis par leur 
. position dans la sequence pet-neu (positions : 67, 94, 17, 91 
et 63) et leur longueur (9 ou 10 acides amines) . 
I. Immunogenicite de Vaxl/pet-neu chez des sour is 
15 transgeniques HHD . 

A . Capaeite de Vaxl/pet-neu d' induxre in v±vo des 

CTL specif iques. 

L' immunogenicite de Vaxl/pet-neu est testae tel 
que deer it a I'exemple 1 : 
20 Des souris HHD, generees tel que decrit a 

1' exemple 1, sont immunisees en . intramusculaire a raison de 
deux injections a 15 jours d'intervalle avec Vaxl/pet-neu 
(150 |ig) . Une semaine apres. la derniere immunisation, leurs 
cellules spleniques sont restimulees in vitro avec des 
25 cellules B actiyees par le LPS et chargees avec chacun des 
douze peptides. 

La cytotoxicite est evaluee a l'aide de cellules 
RMAS-fiHD (cellules cibles) chargees avec le peptide 
correspondant a. c e 1 u i a ve c 1 e qu e 1 les cellules B ont ete 
30 chargees ou avec un peptide controle. 

Les . reisultats provenant d' une souris HHD 
:' immunisee prise au hasard: sont presentes a la Figure 14 (% de 
lyse en fonction du rapport cellules effectrices / cellules 
cibles) . 

35 Cellules RMAS-HHD chargees avec le peptide utilise pour les . 
cellules B : □ • ■ 

Cellules RMAS-HHD chargees avec un peptide controle : O . 
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Les CTL tuent les cellules RMAS-HHD ; chargees : avec : 
■ . chacun des douze peptides/ . bien que pour des GTL specif iques 
de certains peptides , une lyse des cellules cibles RMAS-HHD 
chargees avec un peptide cdntrole est observee (lyse non 
5 specif ique ) . 

Les lyses specif iques les plus : importantes (30% 
au-dessusdu bruit de- fond) sont obtenues avec HER-2/neu 773, 
HER-2/neu 7 99, HER-2/neu 369, HER-2/rieu 689/ HER-2/heu 4 02Y1 
et HER-2/neu 391Y. 
10 B. Capacite des CTL a reconhaitre HER-2/neu 

endogene . 

Les CTL induits chez des souris HHD vaccinees 
avec ; ; Yaxl/pet-neu, sont testes pour- leur capacite a 
reconnaitre specif iquement HER-2/neu endogene. 
15 Les resultats sont presentes a la Figure 15 (% de 

lyse en fonctioh du rapport cellules effectrices (E) / 
cellules cibles (T) ) . 

. Les CTL sont induits comme decrit en A ci-dessus 
et .sont testes contre les cellules cibles EL- 4 /HHD (•) 
20 referencees a 1'exemple 6 et les cellules cibles EL-4/HHD/neu 
(■) obtenues en transf ectant. les cellules EL-4/HHD avec 
l'-ADNc codant pour HER-2/neu. . 

Les CTL specifiques des douze peptides de pet-neu 
reconnaissent et tuent . les cibles EL-4/HHD/neu exprimant HER- 
25 2/neu mais pas les cibles EL-4/HHD utilis6es cornme coritrole 

negatif . 

Pour les trois souris testees, une lyse 
specif ique plus importante (> 20% au-dessus.du bruit de fond) 
est obtenue pour HER-2/neu .1023, HER-2/neu 789, HER-2/neu 48, 
30 HER- 2/neu 689, HER- 2/neu 466Y, HER-2/neu 402Y1 et HER-2/neu 

/ . 39iY : . , ; . '■ : .. ■■ . 

C . Facteur en cause dans 1' induction des CTL . 

L' induction, des- CTL n£cessite soit la 
: sensibilisation : avec Vaxl /pet-neu ou bien -resulte de la 
35 repetition des stimulations in vitro des cellules spl en iques 
naives . ' ' : ( ': 

L' irnmunogenicite de Va x 1 /pet -neu ; ; e s t t e st ee tel 
: que decrit a 1'exemple 1 : 
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Six souris sent immunisees avec soit la 
construction Vaxl/pet-neu soit le vecteur Vaxl . Leurs 
cellules spleniques sont stimulees in vitro de fagon 
repetitive avec les cellules B activees par le LPS et 
5 chargees avec chaque peptide a tester (cellules effectrices) . 

Les cellules cibles ; utilis6es pour etudier la: 
specif icite des CTL vis-a-vis de HER-2/neu sont des cellules 
RMAS-HHD et les cellules EL-4/HHD/neu obtenues tel que deer it 
a 1' exemple 6. 

10 La cytotoxicite . : est testee apres la . troisieme 

stimulation in vitro. Les cellules RMAS-HHD, chargees avec le 
peptide correspondent a celui avec lequel les cellules B ont 
ete chargees ou avec. un peptide controle, et les cellules EL- 
4/HHD/neu sont utilisees comme cellules cibles. 

Les ; resultats . sont presentes a la Figure 16 [% de 
lyse specif ique (la lyse:; des cellules cibles chargees avec un 
peptide controle est deduite) : apres une immunisation avec 
Vaxl (□) ou Vaxl/pet-neu (CO)]. 

Les cellules .spleniques sensibilisees avec 

20 Vaxl/pet-neu conduisent & des CTL specif iques pour les. douze 
peptides. De fagon surprenante, les CTL contre la ma j or it e 
des peptides/ sauf HER-2/neu 369 et HER-2/neu 789 r sont 
generes a partir des cellules spleniques sensibilisees avec 
le vecteur Vaxl . Pour quelques peptides (HER-2/neu lG23 r HER- 

25 2/heu: : 4 8, HER-2/neu 7 99 r HER-2/neu 773 , HER-2/heu 391Y) , la 
cytotoxicite des CTL induits a partir des cellules spleniques 
sensibilisees avec Vaxl est presque aussi elevee que la 
cytotoxicite des CTL . induits a partir des cellules spleniques 
sensibilisees avec Vaxl/pet-neu (Figure 16A) . Cela demontre 

30 que les stimulations in vitro repetitives sont suffisantes 
pour declencher 1' induction de CTL. : 

■ Cependant, ces CTL bien qu' ils elimihent des 
cibles chargees ■■ . a ve c 1 e s pep t ides sont incapables de 
reconnaitre et d' eliminer des cellules cibles exprimant HER- 

35 . 2/neu endogene (EL-4/HHD/neu) cbhtrairement aux^ d induits a 
partir des cellules spleniques sensibilisees . avec Vaki/pet- 
neu .(Figure 16B) . 
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L' ensemble de ces rSsultats dfemontre que: les CTL 
specif iques de HER-2/neu eapables d' eliminer eff icacement les 
: ; cellules tumor ales :exprimant. 1' antigene sont: g6n§res par une 

vaccination Vaxl/pet-neu. 
5 II . La vaccination Vaxl/pet-neu induit in vivo une ixnmuni te 
anti -tumor ale . 

Les re suit at s •. obtenus in vitro ont conduit k 
rechercher si la vaccination Vaxl/pet-neu induit in vivo une 
: immunite anti-tumorale protectrice . 

10 A. Effet sur la croissance des tumeurs et 

specif icite de la protection anti-tumorale . 

Un sous-clone des cellules EL-4/HHD/neu, generees 
tel que decrit a 1'exemple 6> extremement tumorigenique est 
obtenu apr&s trois selections in vivo dans les souris HHD. .. II 
15 exprime HHD et HER-2/neu au meme niveau que les cellules 
parental es . 

Des souris HHD, generees tel que decrit a 
1'exemple 1, sont immunisees a raison de 2 injections a deux 
semaines d'intervalle avec la construction Vaxl/pet-rieu 
20. : (Figures 17 A et . 17C) ou avec le vecteur Vaxl vide ■ (Figure 
:: : 17 B) ou ^ ne sont pas immunisees (Figure 17D). 

Une semaine apres la derriiere immunisation, les 
souris ci-dessus sont gref fees avec 2xl0 4 cellules EL- 
4/HHD/neu (Figures 17A, : 17B et 17D) : ou avec des cellules EL- 
25 4 /HHD /Tel -Ami , obtenues : en transfectant les : cellules EL-4/HHD 
avec 1/ ADNc codant; pour la proteine recombinante Tel-Ami, 
pour tester in vivo la specif icite dei f immunite protectrice 
anti-tumorale. 

La croissance des tumeurs est 6valuee tous les 5 
30 a 7 jours jusqu' a J28 lorsque toutes les souris non vaccinees 
• sont mortes et que les souris des groupes restants sont 
suivies pour leur mortal it e . 

Les resultats sont pr6sent§s dans la Figure 17 
(taille des tumeurs en : fonction: idu^nombre i de :: ; jours apres 
35 : 1' implantation des cellules tumorales) . : 

Toutes les souris cpnt role non vaccinees (Figure 
17D) ou vaccinees avec Vaxl (Figures 17B) developpent des 
tumeurs qui apparaissent k J17 et : grossissent tr6s 
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rapidement. A J28 les tumeurs mesurent 772±268 mm 2 et 404±121 
mm 2 . chez les souris controle et traitees avec . Vaxl 
respect ivement (p=0, 04) . 

Au coritraire, dans le lot de souris vaccinees 
5 avec. Vaxl/pet-neu (Figure 17A) ,. 2 souris sur 9 ne presenteilt 
pas de tumeurs a J28 / sinpn les tumeurs apparaissent ^ J23 et 
grossissent lentement. La taille. des tumeurs est 11.6i66 mm 2 
(p=0, GO 01 par comparai son avec soit les souris. non traitees 
ou les souris traitees avec Vaxl) . 

10 Cette immunite protectrice anti-tumorale in vivo 

est specif igue de HER-2/neu du fait que les ..souris vaccinees 
avec Vaxl/pet-neu. ne sont pas protegees contre la tumeur EL- 
4/fiHD/Tel-Aml (Figure 170. En effet, toutes les souris 
developpent des tumeurs et leur : taille a J28 est 578+231 mm 2 . 

15 B. Effet sur la survie des souris et specif icite 

de la protection anti-tumorale. 

L' effet de. .la protection anti-tumorale induite 
par la vaccination Vaxl/pet-neu est confirme en examinant la 
survie de souris portant des tumeurs . 

20 . .. Des souris HHD sont vaccinees et greffees tel que 

deer it en A. Leur rtiortalite est suivie jusqu' a J55. 

Les resultats sont presentes dans la: Figure 18 (% 
de survie en f onct ion ; ,du nombre de j ours apres 1' implantation 
des cellules tumorales) • : ; 

25 Toutes les souris non vaccinees meurent a J32 

(V) . ^;;:.: ; : v, ; -, : ;. .,.^ 

Pour les souris . vaccinees avec Vaxl ( □ ) , la : 
mortalite commence a J32 et la derniere souris meurt a J42 
(p==0, 04 par comparaison avec les souris nbn vaccindes) . 
30 La mortalite. est signif icativement . reduite dans 

le lot de souris vaccinees avec Vaxl/pet-neu (©.) . Elle 
eoiranence a J39 et 5 souris (56%) sont encore en vie a J55 
(p=.0, 0008 par comparaisoh aux souris non traitees et traitees 
avec Vaxl). 

35 Cette immunity protectrice est specif ique pour 

HER-2/neu du fait que la mortalite des souris traitees avec 
Vaxl/pet-neu et gref f ees avec la tumeur EL 4/HHD/Te 1 - Am 1(A) 
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est similaire a la mortal ite des souris traitSes avec Vaxl et 
gref fees avec les cellules tumorales EL-4/HHD/neu (■) . 
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REVENDICATIONS. 
1° ) Prbc6de . d' identification: d' Epitopes sous- 
dominant s/cryptiques : present^s par une molecule HLA de classe 
1/ caracteris<§ en ce qu'il comprend au moins les etapes 
5 suivantes . : . 

a) le . choix,, a partir de la sequence d' une 
proteine vis-a-vis de la que lie on souhaite induire une 
reponse cytotoxique T, d'au moins une sequence peptidique de 
8 a 11 acides amines susceptible de constituer un epitope de 

10 ladite proteine present e par. une molecule HLA de classe I, et 
X correspondant ;k -un peptide ii faible af finite pour ladite 
molecule HLA de :classe I et non-immunogene ; 

b) la • preparation, pour chaque sequence 
selectionnee, d' un peptide variant derive de ladite sequence 

; par substitution de 1 ^ acide amine N-terminal par un residu 

. tyrosine ; 

. c) . la determination, de. IMmmunogenicite de chaque 
. .peptide variant obtenu a 1/etape b) par la selection, .parmi 
ceiix-cl, de chaque peptide immunogene, gen£rant une reponse 
20 CTL specif ique vis-a-vis de cellules cibles exprimant la 
; proteine dont il ..est. issu et. 1' identification de la sequence 
peptidique dont derive ledit peptide immunogene. 

2°) Proced6 selon ..la revendication 1/ caracterise 
en ce que ladite molecule HLA de classe I est HLA A2.1. 
25 3° ) v Epitope peptidique immunogene derive d' un 

epitope sous-dominant /cryptiquepresente par une molecule HLA 
de classe I, identif ie par le procede selon la revendication 
1 ou la revendication 2 . 

4°) Epitope peptidique immunogene selon la 
3.0 : . revendicatiori: 3/-, derive d' un epitope sous-dominant/ crypt ique 
'. pr^sente par HLA A2 .1 choisi parmi :. 

le peptide HER-2/neu 650 : PLTSIISAV (SEQ ID NO: 4) 
le peptide HER-2/neu 4 66 : ALIHHNTHL (SEQ ID NO: 5) 
le peptide HER-2/neu 402 : TLEEITGYL (SEQ ID NO: 6) 
35 le peptide HER-2/neu 3.91: PLQPEQLQV : (SEQ ID NO: 7) 
le peptide gagp24-212 : EMMTACQGV (SEQ ID NO: 8) 
le peptide pol79 : LLDTGADDTV (SEQ ID NO: 9) : 
le peptide mhp 572 : RLFFYRKSV (SEQ ID NO: 10) 
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le peptide mhp 988 : DLQVNSLQTV (SEQ ID NO: 11.) V . 

y- - :^- [ -.;--- 5°) Epitope peptidique immunogene deriv6 d' un 
epitope sous-dominant /cryptique presente par : HLA A2 . 1 , s el on 
une quelconque des revendications 3 ou 4> par au moins une 
5 modification de sequence constitute par la substitution de 
I'acide V: amin£ N-terminal dudit epitope spus- 
dominant/ c r y p t i qu e par . un residu tyrosine .. : . 

6° ) Composition v comprenant au moins un epitope 
peptidique immunogene selon une quelconque des revendications 
10 3 a 5. 

■ 7 0 ) Composition selon la revindication 6, 
caracterisee en ce qu 1 elle comprend en outre : unou plus ieurs 
autre (s) epitope (s) immunogene ( s ) .. 

8°) Composition selon une quelconque des 
15 revendications 6 ou 7, caracterisee en ce qu 1 elle comprend un 
• polypeptide chimerique comprenant une ou plusieurs copies 
d ' un epitope peptidique immunogene selon une quelconque des 
revendications 3 a 5. 

9°) Composition selon la revendication 8, 
2 0 caracterise en ce que ledit polypeptide chimerique comprend 
eri outre une du plusieurs copies d'un ou plusieurs autre ( s ) 
epitope (s) immunogene (s) . 

10°) Molecule d'acide nucleique codant un 
polypeptide chimerique ^ selon une : : quelconque des 
25 revendications 8 ou 9. 

11°): Molecule d'acide nucleique selon la 
revendication 10 caracterisee en ce qu v elle comprend une 
sequence codant : 

1' epitope HER-2/neu 650Y1 : YLTSIISAV (SEQ ID NO: 69) 
30 1' epitope HER-2/neu 466Y : YLIHHNTHL (SEQ ID MO: 66V . 
1/ epitope HER-2/neu 402Y1 : YLEEITGYL (SEQ ID NO: 67) 
1' epitope HER-2/neu 391Y : YLQPEQLQV (SEQ ID NO: 68) 

12°) Molecule d'acide nucleique : selon la 
revendication 11 i caracterisee: en ce qu' elle comprend en outre 
35 une sequence codant : 

1' epitope HER-2/neu 799 : QLMPYGCLL (SEQ ID NO: 27) 
1 ' epitope HER-2 /neu 3 69 : KIFGSLAFL (SEQ ID NO : 28 ) 
1' epitope HER^2/neu 7 89 : CLTSTVQLV ( SEQ m NO: 24) : ; 
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1' Epitope HER-2/neu 689 : RLLQETELV (SEQ ID NO: 65) 
1' epitope HER-2/rieu 773 : VMAGVGS PYV (SEQ ID NO: 31) 
1 ' epitope HER-2 /neu 5 : ALCRWGLLL (SEQ ID NO: 30) 
1' epitope HER-2/neu 4 8 : HLYQGCQW (SEQ ID NO : 25 ) 
5 1' epitope HEB-2/neu 1023 : : YLVPQQGFFC ( SEQ ID NO:: 64 ). 

13 0 ) Medicament comprenant, en tant . que principe 
actify au moins un epitope peptidique immunogene selon une 
quelconque des revendications '3 a 5, ou au moins une 
composition selon une quelconque des revendications 6 a 8 , ou 
10 au. : moins une mo 1 ec u 1 e . : . d ' a c i d e nucleique selon les 
revendications 10 a 1.2. , 

14 ° ) Medicament selon la revendication 13, 
caract.erise en ce qu'il est destine a 1' immunotherapie 
antivirale ou ant itumorale, preventive ou curative. 

15°) Medicament: selon une quelconque des 
revendications 13, ou 14, caracterise en ce qu' il s'agit d'un 
vaccin. - ; >: 

16°) Utilisation d'un epitope peptidique selon.: 
une quelconque des revendications 3 a 5, d ' une composition 
20 selon une quelconque. des .-revendications 6 a 8, ou d' une 
molecule d' acide nucleique selon les revendications 10 a 12/ 
pour 1' obtention d' un medicament destine a .1' immunotherapie 
antivirale ou antitumorale. :; 
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Figure 11 
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Figure 12 
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LISTEDE SEQUENCES 

<110> INSERM 

INSTITUT GU STAVE ROUSSY 
KOSMATOPOULOS, Kostas 
TOURDOT, Sophie 
S CARD I NO, Antonio 
GROSS, David, Alexandre 

<120> PROCEDE DE. CRIBLAGE DE PEPTIDES UT I LI SABLES EN 
IMMUNOTHERAPY 

<130> MJPeb598-40 • 

<14 0> ^ 
<141> 

<150> FR 0009591 
<151> 2000-07-21 

<160> 70 

<170> Patent In. Ver . 2 .1 

<210> 1 
<211> 9 

<212> PRT " - . 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES . 
<400> 1 

Ser Met lie Gin Asn Leu Glu Tyr Met 
1 5 



<210> 2 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<220> 

<221> VARIANT 
<222> (2) 

<223> Xaa (1) = Tyr ou Lys et Xaa (4 ) ^ Glu ou Lys 
<400> 2 ; 

Xaa Ala lie Xaa Asn Ala Glu Ala Leu 
1 5 



<210> 3 
<211> 9 
<212> PRT. : 

<213> PEPTIDES: SYNTHETIQUES . 
<400> 3 

He Val Gly Ala Glu Thr Phe Tyr Val 

1 •. . 5 . ' . - 
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<210> 4 ' . 
<211> -9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<4O0> 4 

Pro Leu Thr Ser lie lie Ser Ala Val 
1 5 



<210> 5 . 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES .SYNTHETIQUES ... 
<400> 5 . 

Ala Leu lie His His Asn Thr His. Leu 

1- "■ 5 



.. <210> 6 
■ <2il>' 9 
<212> PRT 

<2I3> PEPTIDES SYNTHETIQQES 

: <400> 6 . 
Thr Leu Glu Glu lie Thr Gly Tyr Leu 

1 ' 5 



<210> 7 ' 
<211> 9 " 
<212> PRT ■. 
. <213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 

<400> 7 ; .v 

Pro. Leu Gin Pro Glu Gin Leu Glh Val 

'■ 1 ' ' 5 

<210> 8 

<21l> 9 ":. ; . ^ : . [ . 

<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 8 

Glu Met Met Thr Ala Cys Gin Gly Val . . . . 

. 1 : . 5 

<210> 9. 
<211> 10 
<212> PRT • 
. <213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 

<400> 9 

Leu Leu Asp Thr Gly Ala Asp Asp. Thr Val 

-. 1 • .5 . . : 10 
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<210> 10 

<211> 9 
<212> PRT .. 

<213> PEPTIDES : SYNTHETIQUES 



<4oo> 10 

Arg Leu Phe Phe Tyr -Arg Lys Ser Val 
1 5 



<210> 11 

<211> 10 - 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 11 

Asp Leu Gin Val Asn Ser Leu Gin Thr Val 

1 . 5' . • 10 



<210> 12 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 

<^V0> 12 ■ ■ ■ 

LV:; Leu Thr Gly Asp Glu Asn Phe Thr He 
1 5 10 



<210> 13 

<211> 10 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 13 

Phe Leu Pro Trp His Arg Leu : Phe Leu Leu 
1 5 10 



<210> 14 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES ... 
<400> 14 . . 

Met Leu Leu Ala Val Leu Tyr Gys Leu 

•■ 1 ■ ■ 5 . . ,. 



<210> 15 
■ <211> 9 
. . <212> PRT . 

.. <213> PEPTIDES SYNTHETIQUES • 
<400> 15 

Lys Thr Trp Gly Gin Tyr Trp Gin Val 

1 : • - ■ 5 v ■ 
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<210> .1:6- .. 
: <211> 10 
. <212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 

<400> 16 

Vai Leu Tyr Arg Tyr Gly Ser Phe Ser Val 

■ -H- 5 ■ ■ ■ ■ ; - 10 



<210> 17 

<211> 8 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES, 
<400> 17 > 

Thr Asp Gin Val Pro Phe Ser Val 

: 1 5 



<210> 18 . " . . 

<211> 10 

<212> PRT ■ 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES . 

<400> 18 

: Ser Leu Ala Asp Thr Asn Ser Leu Ala Val 
15 10 



<2.10> 19 

<211> 10 

<212> PRT. .> . 

<213>. PEPTIDES SYNTHETIQUES : 

<400> 19 

Ala Met Leu Gly Thr His Thr Met Glu Val 

. 1 5 10 



<210> 20 
<211> 9 . 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES: .SYNTHETIQUES : 
<400> 20 

■Met Lea Gly Thr His Thr Met Glu Val 

- -I 5 



<210> -21:::. . 

<211> 10 

<212> PRT • 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES . . 
<400> 21 

Leu Leu Asp Gly Thr Ala Thr. Leu Arg Leu 

1 ■ . 5 : V 10 
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<210> 22 : . . 

<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 22 " ■ 

Ala Ala Gly lie Gly lie Leu Thr Val 
1 5 



<210> 23 
<211> 9 ■ ■ ■ 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 23 

He Leu Thr Val lie Leu Gly Val Leu 

1 :5 . 



<210> 24 . . . 

' <211> 9 

<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES. 

<4G0> 24 

Cys Leu Thr Ser Thr Val Gin Leu Val 

1 5 



<210> 25 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 



<400> 25 

His Leu Tyr Gin Gly Cys Gin Val Val V 
1 5 



<210> 26 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES . 
<4G0> 26 

He Leu Leu Val Val Val Leu Gly Val 
1 5 



<210> 27 

<211> 9 ■■ 

<212> PRT 

. <2i3> PEPTIDES SYNTHETIQUES 

. <4 00> 27 

Gin Leu Met Pro Tyr Gly Cys Leu Leu 

. i, 5 
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<210> :28 

" <211> 9 : 
<212> PRT 
"7 <2i3> PEPTIDES SYNTHETIQUES 

: <400> 28 

■;■ -Lys-Ile. Phe Gly Ser Leu Ala Phe Leu 
1 5 

<210> 29 
<211> 9 
<212> PRT . . : 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 

<400> 29 ■ 

Val Leu.. Val Lys Ser Pro Asn His Val- . . 
1 5 



<210> 30 
" <211> 9 
<212> PRT.; ; . ' 
<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES : 

<400> 30 

Ala Leu Cys Arg Trp Gly Leu Leu Leu 
1 5 



. <210> 31 
. . <211> 10 

<212> PRT 
i: <213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 

<4 00> 31. 

. : Val Met Ala Gly Val Gly Ser Pro Tyr Val 
1 5 10 

<210> 32 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
: <400> 32 

: : Glu Leu Val Ser Glu Phe Ser Arg Met 

: • l . : 5 



<210> 33 
<211> 9 : 
<212> PRT 
: <213> : PEPTIDES SYNTHETIQUES 

; ;<C4 dO> 33 . 

Ash Leu ; Gin Ser Leu Thr Asn Leu Leu 

1. 5 . 
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<210> 34 ; 
<211> 10 ■ '■ 
•C212> PRT 

:<2i3> : PEPTIDES SYNTHETIQUES . .. 
<400> 34 

Leu Leu Gly Cys Ala Ala Asn Trp lie Leu 
1 5 10 



<210> 35 
<211> 9 
<212> PRT • 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES ■ 
<400> 35 

Leu Leu Asp Asp Glu Ala- Gly Pro Leu 

1 . ; 5 ■:: ■ 



<210> 36 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES. 



<400> 36 

Phe Leu Leu Ser Leu Gly lie His Leu 

" : 1 5 



<210> 37 
<211> 9 

<212> prt :: ■ 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 



<400> 37 

Pro Leu -Glu- Glu Glu Leu Pro Arg Leu: 
1 5 



<210> 38 . 
<211> 9 
<212>...PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 38 

Gly lie: Leu Gly Phe Val Phe Thr Leu 

• 1 • 5 



<210> 39 

:<211> 9 

<:21.2> PRT ■ ■■ 

V<2i3> PEPTIDES: SYNTHETIQUES 
<400> 39 

Ser Leu Tyr Asn Thr Val. Ala: Thr Leu 

= ■ . 5 ■ 
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<210> 40 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHET IQUES 
<400> 4 0 

lie Leu Lys Glu Pro Val His Gly Val 

.1 -5. 

<210> 41 
<211> 9 

<212> PRT ■ ■ 

<213> PEPTIDES SYNTHET IQUES . 

<400> 41 

Thr Leu As n Ala Trp Val Lys Val Val 
1 5 

<210> 42 : . 
<211> 9 
<212> PRT : 

<213> PEPTIDES SYNTHET I QUES ' . . 

<400> 42 

Ala Leu Val Glu lie Cys Thr Glu Met 
1 5 

<210> 43 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES: SYNTHETIQUES. 
<400> 43 

Val Leu Asp Val Gly Asp Ala Tyr Phe Ser Val 

1 : 5 10 



<210> 44 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHET IQUES . 
<400> 4 4 

Val He Tyr Gin: .Tyr Met Asp Asp Leu 
1 5 



<210> 45 

<211> 9 

<212> PRT : 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES ; • • 

<400> 45 

He Leu Lys Glu Pro Val His Gly Val 

1 5 ■ - 
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<210> 4 6 ■ 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 4 6 . 

Pro Leu Val Lys Leu Trp Tyr Gin Leu 
1 5 

<210> 47 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 

<400> 47 ■ 

.Glu Ser Glu Leu Val Asn Gin He He Glu Gin 
1 5 10 

<2io> 48 ■■ ; .. 

<211> 1,0 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 48 

Glu Leu Val. Asn Gin lie lie Glu Gin Leu 
1 5 10 



<210> 49 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 

<400> 49- ■ • •' ■ - ■ 

Leu Leu: Trp Lys Gly Glu Gly Ala Val 
1 5 



<210> 50 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES : 
<400> 50 

Lys Leu Thr Pro Leu Cys Val Ser Leu 
1 5 

<210> 51 
<211> 9 . 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 51' . 

Lys Leu Thr. Pro Leu Cys Val Thr Leu 

■■■ 1 5 
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<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES : 



<210> 52 

<211>: 9 

<212> PRT 




<400> 52 

Arg Leu Arg Asp Leu Leu Leu Tie Val 



1 v ■ 5 



<210> 53 . 
<211> 10. . 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 53, 

Pro Leu Thr Phe Gly Trp Cys Phe Lys Leu 

1 . 5 ■ 10 



<210>54 
<211> 9, . 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES . 

'. <4 00> 54 : . 

Ala Phe His His Val Ala Arg Glu Leu 

1 5 



<210> 55 

■ <211> 9 . 

<212> PRT 

. <213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 

• : <400> 55 

.. lie Leu Ala Thr Phe Leu Ala Trp Leu 

;■ i ; ;. " 5 



<210> 56 
<211> . 10, . 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 



<400> 56 

Phe Leu Phe Trp Leu Met Asp Thr Tyr Val 
1 5 10 



<210> 57 
<211> 10 

< 2 12 > PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES": 



<400> 57 

Gin Leu Leu Arg Ser Phe Phe His Phe Leu 

:. l.: : :" .. 5 . 10 
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<210> 58 
. <2T1> : 9 ; ; 
<212> PRT 



<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES ; 



<400> 58 

Ser Leu Phe Asp Phe Phe. His Phe Leu 
1 5 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 



59 . 
9 

PRT . . 

PEPTIDES SYNTHETIQUES 



<400> 59 

Phe Leu .Ser Thr Leu Val His Gly Val 
1 5 



<210> 60 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<4 00> 60 

He Leu Ala Lys Phe Leu His Trp Leu 
1 5 



<210> 61 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES . 
<400> 61 

Tyr Leu Phe. Phe Tyr; Arg Lys Ser Val 
1 5 



<210> 62 
<211> 10 
<212> PRT . " 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 62 

Tyr. Leu Gin Val Asn Ser Leu Gin Thr Val 
1 5 10 



<210> 63 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES " 



<400> 63 

Thr Pro Pro Ala Tyr Arg Pro Pro Asn Ala Pro He Leu 



1 



5 



10 
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<210> 64 
<211> 10 : 
<212> PRT • 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 64 

Tyr Leu Val Pro Gin Gin Gly Phe Phe Cys 
1 5 10 



<210> 65 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<4 00> 65 

Arg Leu Leu Gin Glu Thr Glu Leu Val 

1 5 



<210> 66 
<2li> 9 ■ . 
<212> PRT -.' 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400>. 66 

Tyr Leu lie His His Asn Thr His Leu 

1 " '■ '• 5 - : 



<210> 67 

<211> 9 
<212> PRT 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
<400> 67 

Tyr Leu Glu Glu lie Thr Gly Tyr Leu 
1 5 



<210> 68 
<211> 9 
<212> PRT ■ 

<213> PEPTIDES SYNTHETIQUES . 
<400> 68 

Tyr Leu Gin Pro Glu Gln : : Leu Gin Val 
1. 5 



<210> 69. 
<211> 9 
<212> PRT 
2 13 > PEPTIDES. SYNTHETIQUES . 

<4G0> 69 

Tyr Leu Thr Ser He lie Ser Ala Val 

1 ' ; ■ 5 ' . 



WO02/08716 



PCT/FR01/02387 



<210> 70 
<211> 126 
<212> PRT ■ 

: <213> PEPTIDES SYNTHETIQUES 
: <400> 70 

.Val Met Ala Gly Val Gly Ser Pro 

1 , ■ - 5 : 

Cys Leu Leu Lys lie Phe Gly Ser 
20 

Gin Gin Gly Phe Phe Cys Cys Leu 

.-■ 35 . . . . 40 

. Leu Tyr Gin Gly Cys . Gin. Val Val 
50 55 

Leu Arg Leu Leu Gin Glu Thr Glu 

65 ... 70 

Thr His Leu Tyr Leu Glu Glu lie 
85 

Glu Gin Leu Gin Val Tyr Leu Thr 
100 

Pro lie. Pro Asn Pro Leu Leu Gly 
115 120 
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Tyr Val Gin Leu Met Pro Tyr Gly 

' 10 :■: . ' ■■ 15. 

Leu Ala Phe Leu Tyr Leu Val Pro 
25 30 

Thr Ser Thr :Val Gin Leu Val His 
45 

Ala Leu Cys Arg Trp : Gly Leu Leu 
60 

Leu Val Tyr Leu lie His His Asn 
75 80 

Thr Gly Tyr Leu Tyr Leu Gin Pro 
90 95 

Ser lie lie Ser Ala Val Gly Lys 
105 110 

Leu Asp Ser Thr Ser Thr . 

125 
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cede comprend au moi ns les : Stapes : suivantes : a) le choix, a partir de la sequence d ■ urie protei ne vi s-^vis de : laquelle on souhaite 
induire une r^ponse cytptoxique T, d'au moihs une sequence peptidique de 8 a 1 1 acides amines susceprible de cpnstituer un Epitope 
de ladite prot&ne pr6sent6 par une molecule HLA de classe I, et correspondant 6 un peptide: 6 feiiDle afrinitS pour ladite molecule 
HLA dc classe I et nbh-immunogehe ;b)ila preparation, pour chaque sequence selectionnee, d'un ; peptide variant derivg de ladite 
sequence par substitution de Tacide amine" N-terminal par un residu tyrosine ; c) la i determination derimmunogenicit£de chaque 
peptide variant obtenu a l'^tape b) par. la selection,: parrni ceux-ci, de chaque peptide; immu^ogerieilgenerant une reponse CTL speci- 
fique vis-a-vis de cellules dbles exj^niant la protei ne dont il est issu et 1' identification de la s6quence : peptidique dont.derive ledit 
peptide immunogene. Applications dudit precede" au -criblage de peptides utilisables en irnmunothierapie. 
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PCT/FR 01/02387 
Continuation- of Box -1.2- 
Claim no : 3 

Claim 3, and the current claims, to the extent that they refer back to Claim 3, relate to a 
compound that has been defined with reference to a desirable feature or property, i.e. 
which is capable of being identified via the methods of Claims 1 and 2. 

The claims cover all the compounds having this feature or property, whereas the 
application only provides support under the terms of PCT Article 6 and/or disclosure 
under the terms of PCT Article 5 for a very limited number of such compounds. In the 
present case, the claims lack the proper support and the application lacks the requisite 
disclosure to such an extent that it appears impossible to carry out a reasonable search : 
covering the entire range claimed. Notwithstanding the above reasons, the claims also 
lack clarity. Indeed, the applicant has attempted to define the compound in terms of the 
result to be achieved. In the present case, the claims lack clarity to such an extent that it 
again appears impossible to carry out a reasonable search covering the entire range 
claimed, therefore, the search was directed to the parts of the claims that appear 
supported in the description, i.e. the parts relating to the compounds as described in 
. Claim 4. : . ' ■ 

the applicant is advised that claims or parts of claims directed to inventions in respect of 
which no international search report has been establish^ the subject of an 

; : international preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)); The applicant is also advised 
that, in its capacity as International Preliminary Examining Authority, the EPG generally 
wil 1 not carry out a preliminary examination for subjects that have not been searched. 
This will apply whether or not the claims have been amended after receipt of the 
international search report or in the course of any procedure under PCT Chapter II. 
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